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Молекулярная идентификация вируса ньюкаслской болезни, 
выделенного в домашнем птицехозяйстве Подмосковья 
летом 2022 года

РЕЗЮМЕ
В августе 2022 г. в Московской области (городской округ Черноголовка, деревня Старки) на личном подворье внезапно начался падеж кур, в результате 
которого в течение нескольких дней погибли или заболели все 45 голов этого хозяйства со следующими признаками: выделение серой слизи из ноздрей 
и клюва, резкие кашляющие звуки. Через 1–3 дня после появления симптомов птица погибала. Из тканей, полученных от павших кур, был выделен 
вирус ньюкаслской болезни, являющийся представителем обширного семейства парамиксовирусов. Определены нуклеотидные последовательности 
фрагментов гена F, кодирующего поверхностный белок слияния, и гена NP, кодирующего белок нуклеокапсида. Для гена F определен мотив сайта про-
теолиза 109SGGRRQKRFIG119, типичный для велогенного патотипа, также проведен филогенетический анализ, по результатам которого установлена при-
надлежность изолята к субгенотипу VII класса II подсемейства Avulavirinae. С помощью Basic Local Alignment Search Tool выявлено наиболее генетически 
близкое родство с изолятами из Ирана. Установлено, что среднее время смерти развивающихся куриных эмбрионов при заражении минимальной 
инфекционной дозой составило 52 ч, что характерно для велогенного патотипа. Вирус вызывал 100%-ю гибель цыплят шестинедельного возраста при 
оральном заражении, а также 100%-й падеж всего контактного молодняка, включая содержащихся в клетках на отдалении, что доказывает высокий 
уровень патогенности и контагиозности выделенного изолята и его способность распространяться не только фекально-оральным, но и аэрозольным 
путем. Гибель мышей при интраназальном заражении высокими дозами не наблюдалась.
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SUMMARY
In August 2022, a sudden death in backyard chickens was reported in the Moscow Oblast (urban district Chernogolovka, settlement Starki). As a result, within just 
a few days 45 chickens on this farm died or fell ill with the following signs – gray mucus discharge from nostrils and beak, coughing, gasping and rales. On day 1–3 
after the onset of symptoms, the chicken died. The Newcastle disease virus, which is a representative of the Paramyxoviruses family, was isolated from the dead 
poultry. We determined the nucleotide sequences of fragments in F gene (encodes the fusion surface protein) and in NP gene (encodes the nucleocapsid protein). 
The motif of 109SGGRRQKRFIG119 proteolysis site, typical for the velogenic pathotype, was determined for the F gene, and a phylogenetic analysis was carried out to 
demonstrate that the isolate belonged to Subgenotype VII, Class II of the subfamily Avulavirinae. The Basic Local Alignment Search Tool revealed that they are most 
genetically related with isolates from Iran. It was found that the average death time of developing chicken embryos, infected with a minimum infectious dose, was 
52 hours, which is typical for the velogenic pathotype. The virus caused 100% death in six-week-old chickens after oral infection and 100% death in all contact 
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Распространение вируса может происходить при тор-
говле домашней птицей и с продуктами птицеводства, 
а также при перемещении работников зараженных пти-
цефабрик и транспортных средств [8]. Еще одним путем 
распространения является миграция диких птиц [9, 10]. 
Хотя большинство апатогенных изолятов NDV, выделен-
ных от диких птиц, не представляют серьезной опасно-
сти для кур, существует вероятность накопления мута-
ций, повышающих патогенность вируса [11]. 

Цель исследования – провести молекулярный и фи-
логенетический анализ вируса ньюкаслской болезни, 
выделенного из патматериала от кур одного из личных 
хозяйств Подмосковья, определить его патотип и из-
учить патогенность и контагиозность изолята.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реагенты. MycoKill AB (PAA Laboratories GmbH, Ав-

стрия); мини-набор для выделения вирусной  РНК 
QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Германия); набор 
реактивов для обратной транскрипции MMLV RT kit, 
случайный декануклеотидный праймер, набор реакти-
вов Tersus Plus PCR kit, вода без нуклеаз, ДНК-маркеры 
и буфер TAE (Евроген, Россия); ингибитор рибонукле-
азы (НПК «Синтол», Россия); набор реагентов для секве-
нирования ABI PRISM® BigDye™ Terminator v3.1 (Thermo-
Fisher Scientific Inc., США).

Изоляция вируса. Для выделения вируса использова-
ли образцы легких и почек погибших кур. Фрагменты 
тканей растирали с мелкодисперсным стеклом, добав-
ляли четырехкратный объем фосфатно-солевого буфе-
ра (PBS) с добавлением 0,4 мг/мл гентамицина, 0,1  мг / мл 
канамицина, 0,01 мг/мл нистатина и   2%-го раствора 
MycoKill  AB. Суспензию центрифугировали 10  мин 
при 4000  об/мин, и  0,2  мл супернатанта инокулиро-
вали в 10-суточные развивающиеся куриные эмбри-
оны (РКЭ) через аллантоис. Инкубация продолжалась 
72 ч при 37 °С с контролем гибели эмбрионов дважды 
в сутки. Затем собирали вируссодержащую аллантоис-
ную жидкость (ВАЖ) и исследовали в реакции гемаг-
глютинации (РГА) с использованием 1%-й суспензии 
куриных эритроцитов по общепринятой методике [12]. 
Количество вируса выражали в гемагглютинирующих 
единицах. 50%-ю инфекционную дозу (EID50) определя-
ли титрованием в РКЭ.

ВВЕДЕНИЕ
Вирус ньюкаслской болезни (Newcastle disease virus, 

NDV), или Avian orthoavulavirus 1 (AOAV-1), относится 
к обширному семейству Paramixoviridae, подсемейству 
Avulavirinae, представители которого вызывают забо-
левания различной степени тяжести у птиц [1]. NDV по-
ражает более 240 видов диких и домашних птиц и пред-
ставляет собой оболочечный вирус с отрицательной 
одноцепочечной РНК. Геном не сегментирован и имеет 
длину около 15 000 оснований, разделенных консер-
вативными некодирующими областями на шесть генов 
в последовательности 3'-NP-P-M-F-HN-L-5', кодирующих 
восемь белков [2, 3].

Одним из ключевых факторов, влияющих на 
патогенность NDV, является количество основ-
ных кислот в  сайте расщепления белка  F  [4]. Низ-
копатогенные штаммы вируса имеют последова-
тельность сайта протеолиза 109SGGGR(K)QGRLIG119 
и  могут расщепляться только внеклеточными трип-
синоподобными протеазами. У  высокопатогенных 
штаммов NDV мотив имеет несколько основных ами-
нокислот (лизин или аргинин) и фенилаланин в ами-
нокислотной позиции  117: 109SGGRRQ(K/R)RF(V/I)G119.  
Белок такого вируса способен переходить в активную 
форму с помощью фуриноподобных протеаз, присут-
ствующих во всех клетках организма. Данный вирус 
вызывает генерализованную инфекцию [5]. 

Филогенетически NDV делится на 2 класса, первый 
из которых включает всего один генотип и представ-
лен преимущественно апатогенными штаммами виру-
са, изолированными от диких и одомашненных птиц [6]. 
Второй класс подразделяется на 21 генотип и включает 
разнообразные по вирулентности штаммы, поражаю-
щие широкий спектр хозяев [7]. Представители этого 
класса распространены по всему миру и многократно 
являлись причиной эпизоотий.

Для домашней птицы NDV представляет серьезную 
угрозу. Летальность среди зараженного поголовья кур 
может достигать 100%. По патогенности для цыплят 
NDV делят на лентогенный (низкопатогенный), мезо-
генный (вызывающий заболевания средней тяжести 
у взрослых кур и гибель молодых птиц) и велогенный 
(высокопатогенный для кур всех возрастов) пато-
типы [3]. 

chickens, including those kept in cages at a distance, which proves the high level of pathogenicity and contagiousness of the recovered isolate and its ability to 
transmit both via fecal-oral and aerosols–borne routes. No death cases were reported in mice after intranasal infection with high doses.
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свежую аллантоисную жидкость без вируса. Каждая 
группа содержала по 5 цыплят и изначально находи-
лась в отдельных клетках. Наблюдения за цыплятами 
продолжали ежедневно в течение 10 сут после зара-
жения.

Анализ патогенности вируса для мышей. Мышей ли-
нии BALB/c весом 10–12 г под легким эфирным нарко-
зом заражали интраназально в объеме 50 мкл дозами 
от 103 до 106 ЭИД50/мышь. Каждой дозой вируса инфи-
цировали группу из 5–6 мышей. Контрольной группе 
вводили разведенную физиологическим раствором 
аллантоисную жидкость без вируса. Выживаемость 
и вес мышей регистрировали в течение 15 сут после 
заражения.

Этический статус. Исследования с  участием жи-
вотных проводили в  соответствии с  «Европейской 
конвенцией по защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментальных и других научных 
целей (Страсбург, 18 марта 1986 г.)»6. Дизайн исследова-
ния одобрен этическим комитетом ФГАНУ «ФНЦИРИП 
им. М. П. Чумакова РАН» (разрешение № 4 от 2 декабря 
2014 г.). Принимались все меры для облегчения стра-
даний животных.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
В конце августа 2022 г. в Московской области (город-

ской округ Черноголовка, деревня Старки) произошел 
массовый падеж кур. Патологический материал от по-
гибших птиц поступил в ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М. П. Чу-
макова РАН» для лабораторных исследований. Образцы 
суспензии тканей легких и почек были инокулирова-
ны в 10-суточные РКЭ через аллантоис. Методом ПЦР 
с обратной транскрипцией во всех пробах ВАЖ, давших 
положительный результат в РГА, был обнаружен вирус 
ньюкаслской болезни. Изоляту присвоено название 
NDV/chicken/Moscow/6081/2022.

Молекулярный и филогенетический анализ. В ходе 
исследования изолята был амплифицирован и  сек-
венирован фрагмент гена  F  (438  н.  о.), включающий 
участок, кодирующий сайт протеолиза белка  F. Ана-
лиз полученной нуклеотидной последовательности, 
сделанный с  помощью Basic Local Alignment Search 
Tool  (BLAST)7, показал, что изолят NDV/chicken/Mos-
cow/6081/2022 наиболее близок к вирусам, выделен-
ным в  Иране от  кур в  2011–2013  гг. (сходство 97,03–
97,48% с  пятью первыми последовательностями). 
По полученной последовательности установлено на-
личие в сайте протеолиза белка F исследуемого вируса 
нескольких основных аминокислотных остатков (арги-
нин/лизин) с мотивом 109SGGRRQKRFIG119. Такая после-
довательность специфична для вирулентных штаммов 
на основании критериев, используемых Всемирной 
организацией здравоохранения животных для оценки 
вирулентности изолятов NDV [12].

Дополнительно получена нуклеотидная последо-
вательность гена NP, кодирующего белок нуклеокап-
сида (697 н. о.). Этот ген также может косвенно влиять 
на вирулентность NDV. Так, нуклеотиды 546 и 555 раз-
личны для лентогенных и  велогенных штаммов  [16]. 

6 Eвропейская конвенция о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов или в иных научных целях 
(Страсбург, 18 марта 1986 г.). Режим доступа: https://docs.cntd.ru/
document/901909691.
7 BLAST. Режим доступа: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

Выделение РНК, получение кДНК и  секвенирование. 
Вирусную РНК экстрагировали из вируссодержащих ал-
лантоисных жидкостей с применением набора QIAamp 
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Германия) согласно инструк-
ции производителя. Реакция обратной транскрипции 
проводилась с помощью набора реактивов MMLV RT kit 
(Евроген, Россия) в присутствии случайного деканукле-
отидного праймера. Постановку полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) осуществляли в объеме 25 мкл с исполь-
зованием набора реактивов Tersus Plus PCR Kit (Евроген, 
Россия): стерильная вода для ПЦР – 17,5 мкл; 10× Tersus 
Plus буфер – 2,5 мкл; 50× смесь dNTP – 0,5 мкл; прямой 
праймер fFapmv2 (10 мкМ) – 1 мкл; обратный праймер 
rFapmv2 (10 мкМ) – 1 мкл, кДНК – 2 мкл; 50× Tersus по-
лимераза – 0,5 мкл. Олигонуклеотиды, использованные 
в работе: fFapmv2 (ATGGGCTCCAGACCTTCTAC); rFapmv2 
(CTGCCACTGCTAGTTGCGATAATCC); fNPapmv (GGTATTCT-
GTCTTCGGATTG); rNPapmv (TCATCCGATATAAACGCAT). 
Анализ результатов ПЦР проводили электрофорезом 
в 2%-м агарозном геле в трис-ацетатном буфере. ПЦР-
фрагменты длиной около 500  п.  н. вырезались для 
очистки из геля набором Qiagen MinElute Gel Extraction 
Kit (QIAGEN, Германия) согласно инструкции произво-
дителя. Определение нуклеотидных последователь-
ностей ПЦР-фрагментов проводили с использованием 
набора реагентов ABI PRISM® BigDye™ Terminator v3.1 
(ThermoFisher Scientific, CША) с последующим анали-
зом продуктов реакции на секвенаторе ABI PRISM 3130 
(ThermoFisher Scientific, США). Анализ полученных хро-
матограмм проводили с  помощью программы Snap-
Gene Viewer1.

Филогенетический анализ. Все последователь-
ности скачивались из базы данных GenBank2. Обра-
ботку последовательностей проводили с  помощью 
Bio Edit 7.23 и MEGA X4 [13, 14]. Для байесовского фило-
генетического анализа методом МСМС (Markov Chain 
Monte Carlo) исследуемых нуклеотидных последова-
тельностей (n = 150) с применением модели General 
Time Reversible (GTR) применяли программный пакет 
BEAST v1.10.4 [15]. Для визуализации и аннотирования 
дерева использовали онлайн-сервис iTOL v65. Иденти-
фикацию генотипа проводили на основе филогенети-
ческой топологии.

Определение патотипа вируса. Патотип вируса 
определяли по методике mean death time (MDT). В ал-
лантоисные полости 9-суточных РКЭ инокулировали 
по 0,2 мл десятикратных разведений свежей ВАЖ на 
PBS (от 10−3 до 10−7), после чего инкубировали при 37 °С 
пять суток, проверяя 2  раза в  день и  регистрируя 
время смерти каждого эмбриона. MDT рассчитывали 
как среднее время смерти эмбриона при заражении 
минимальной летальной дозой. При значении MDT 
до 60 ч патотип вируса определяется как велогенный, 
от   60–90  – как мезогенный, больше  90  – как ленто-
генный.

Анализ патогенности и контагиозности вируса для 
кур. Цыплят породы леггорн 6-недельного возраста 
заражали перорально, добавляя вирус в поилку. Кон-
трольной и контактной группам добавляли в поилку 

1 SnapGene Viewer. Режим доступа: https://www.snapgene.com/
snapgene-viewer.
2 GenBank. Режим доступа: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank.
3 BioEdit. Режим доступа: https://bioedit.software.informer.com.
4 MEGA X. Режим доступа: https://www.megasoftware.net.
5 iTOL. Режим доступа: https://itol.embl.de.

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | БОЛЕЗНИ ПТИЦ ORIGINAL ARTICLES | AVIAN DISEASES



150

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | БОЛЕЗНИ ПТИЦ ORIGINAL ARTICLES | AVIAN DISEASES

Рис. 1. Филогенетическое дерево фрагмента гена F 
вируса ньюкаслской болезни класса II.
Римскими цифрами и цветом отмечены генотипы 
II класса. Исследуемый изолят NDV/chicken/
Moscow/6081/2022 отмечен красным. В узлах дерева 
указаны апостериорные вероятности > 0,75 

Fig. 1. Phylogenetic tree of the F gene fragment 
of the Newcastle disease virus, Class II.
Class II genotypes are marked with Roman numerals and color.
The studied isolate NDV/chicken/Moscow/6081/2022 
is marked in red.
Posterior probabilities > 0.75 are indicated in the tree nodes
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представлена на рисунке  3. Группы  1, 2, 3 и  4 были 
инфицированы в дозах 103, 104, 105 и 106 ЭИД50/мышь 
соответственно. Контрольной группе вводили плацебо 
(аллантоисная жидкость без вируса, разведенная физ-
раствором). Выживаемость и вес мышей регистрирова-
ли в течение 12 сут после заражения. В ходе опыта ни 
одна мышь не погибла. Как видно из рисунка 3, в груп-
пах, инфицированных высокими дозами вируса, на-
блюдается небольшое отставание в весе на  2 – 5-й день 
после заражения, однако к 12-му дню все мыши были 
практически здоровы. 

Таким образом, изолят вируса ньюкаслской болез-
ни NDV/chicken/Moscow/6081/2022 почти не патогенен 
для мышей, несмотря на очень высокую патогенность 
для цыплят.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В августе 2022 г. в частном хозяйстве Подмосковья 

в  течение короткого времени после появления пер-
вых симптомов заболевания погибло все поголовье 
кур. В тканях органов погибших птиц был обнаружен 
вирус ньюкаслской болезни. Лабораторное исследова-
ние изолята показало высокую патогенность данного 
вируса для кур и отсутствие патогенности для мышей. 

С  помощью молекулярного анализа и  теста MDT 
проверено несколько факторов, указывающих на отно-
шение изолята NDV/chicken/Moscow/6081/2022 к груп-
пе велогенных NDV: наличие полиосновного сайта про-
теолиза белка слияния F, наличие двух  аминокислот 

По   результатам секвенирования позиции  546 и  555 
гена NP выделенного изолята соответствуют велоген-
ному варианту (два тимина (T) в позициях 546 и 555). 
Обе секвенированные последовательности загруже-
ны в базу данных GenBank под номерами OQ190211 
и OQ190212.

Для филогенетического анализа взята выборка 
из репрезентативных последовательностей каждого 
генотипа второго класса (n  =  125)  [7], которая была 
объединена с последовательностью фрагмента гена F 
московского изолята и  выборкой из 24  ближайших 
вирусов, определенных с помощью BLAST. Филогене-
тический анализ фрагмента гена F показал, что изолят  
NDV/chicken/Moscow/6081/2022 относится к  геноти-
пу VII класса II (рис. 1).

Генотип VII класса  II возник в  Азии, предположи-
тельно, в 1980-х гг. и в настоящее время широко рас-
пространен в Евразии и Африке, а также зафиксирован 
в Южной Америке [17–19]. Он ответственен за четвер-
тую панзоотию ньюкаслской болезни, которая продол-
жается с 1980-х гг. по сегодняшний день [9]. Данный ге-
нотип включает в себя только велогенные штаммы NDV, 
вызывающие высокую смертность среди птиц [20]. 

Определение патогенности и  контагиозности 
изолята NDV/chicken/Moscow/6081/2022 для кур. Уста-
новили, что значение MDT для 9-суточных РКЭ состав-
ляет 52 ч, что соответствует велогенному типу (до 60 ч).

Для изучения контагиозности изолята сформирова-
ли три группы по пять цыплят 6-недельного возраста. 
Для заражения птицам первой группы добавили в по-
илку 108 ЭИД50 вируса NDV/chicken/Moscow/6081/2022. 
На  следующий день инфицированных цыплят пере-
садили в клетку к особям второй группы. Клетка № 1 
была удалена и продезинфицирована. Цыплята третьей 
группы находились в клетке № 3, расположенной в двух 
метрах от клеток № 1 и 2 так, что попадание частичек 
корма и фекалий было исключено, но воздушный поток 
и перенос мелкой пыли между клетками был возможен. 
Динамика гибели инфицированных и контактных птиц 
представлена на рисунке 2. Все инфицированные цы-
плята погибли к 5-му дню, контактные особи из второй 
группы пали на 6-й день, а в третьей группе цыплята 
начали болеть на 6–7-й день, после чего к 10-му дню 
погибли все. С помощью ПЦР в органах павших птиц 
был выявлен вирус NDV/chicken/Moscow/6081/2022.

Таким образом, контактные цыплята (группа  2) 
зара зились от инфицированных почти сразу. Гибель 
цыплят из группы  3, которые непосредственно не 
контактировали с больными птицами, вероятно, объ-
ясняется тем, что в какой-то момент через воздушный 
поток зара зился один цыпленок, который иниции-
ровал заражение и быструю гибель всей группы. Ре-
зультат этого опыта демонстрирует очень высокую 
патогенность и контагиозность изолята NDV/chicken/
Moscow/6081/2022 и показывает, что инфицирование 
происходит не только фекально-оральным, но и аэро-
зольным путем.

Патогенность вируса для мышей. Представители 
Avulavirinae, как правило, не патогенны для млекопи-
тающих. Однако, учитывая исключительно высокую 
патогенность и контагиозность изолята NDV/chicken/
Moscow/6081/2022 для кур, было решено убедиться 
в его безопасности для млекопитающих. 

Динамика веса мышей, инфицированных интра-
назально вирусом NDV/chicken/Moscow/6081/2022, 
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Рис. 2. Динамика гибели инфицированных и контактных цыплят

Fig. 2. Dynamics of death of infected and contact chickens

Рис. 3. Динамика веса мышей, инфицированных  
вирусом NDV/chicken/Moscow/6081/2022

Fig. 3. Dynamics of the mouse weight changes upon infection 
with NDV virus/chicken/Moscow/6081/2022
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в белке нуклеокапсида NP, характерных для высоко-
патогенных NDV, значение MDT – до 60 ч.

Филогенетически выделенный вирус относится к ге-
нотипу VII класса II. Данный генотип относится к «позд-
ним» (возникшим после 1960 г.) и включает в себя вирусы 
только велогенного патотипа. В настоящее время чаще 
всего именно с ним связаны вспышки заболевания у кур 
в странах Азии и Ближнего Востока [21]. Его широкое 
распространение отчасти обосновано тем, что относя-
щиеся к данному генотипу штаммы способны распро-
страняться среди вакцинированного популярными ком-
мерческими вакцинами поголовья домашних птиц [20]. 

В Российской Федерации NDV представляет по-
тенциальную экономическую угрозу для птицеводче-
ской отрасли. Согласно статистике Россельхознадзора, 
с 2019 г. зарегистрировано более 25 вспышек ньюкасл-
ской болезни в различных регионах страны8. Данные 
серологических исследований показывают увеличе-
ние после 2017 г. доли иммунных особей среди диких 
птиц и невакцинированных домашних уток [22–25]. Для 
контроля распространения вируса необходимо про-
должать мониторинг, а также своевременно вакцини-
ровать домашнюю птицу в частных хозяйствах [26, 27]. 
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