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Бул илимий макала А.Дүйшеев атындагы ветеринар-

дык илим-изилдөө институтунун вирусология жана био-

технология лабораториясында аткарылды. Патологиялык 

материал катары кекиртектен жана клоакадан алынган 

жуундуларды, мындан сырткары көк боордун, өпкөнүн, ке-

киртектин, ичегинин, боордун кесиндилери алынды. Или-

мий иштин максаты – Ньюкасль ылаңынын вирусун табуу, 

аны серологиялык жана молекулярдык биологиялык жак-

тан изилдөө. Лабораториялык шартта Ньюкасль ылаңы-

нын вирусун изилдөө жүргүзүлдү, вирусту топтоо үчүн 

тооктун эмбриону колдонулду. Молекулярдык биологиялык 

ыкма ПЧР жардамы менен реакцияны коюш үчүн, жу-

мурткадан аллантоис суюктугу чогултулуп алынды. Изил-

дөөнүн жыйынтыгында, ПЧР ыкмасы менен изилденген 13 

сынамыктын ичинен 9 сынамык оң жыйынтык берди. 

Мындан патогендүү вирустун бар экендиги билинди. Алын-

ган маалыматтар мындан аркы филогенетикалык анализ-

ди жүргүзүү боюнча изилдөөлөрдө, вирустун штаммын 

аныктоодо жана идентификациялоодо колдонулат. 

Негизги создор: Ньюкасл оорусу, полимераз чынжыр 

реакциясы, вирус, штамм, патологиялык материал, тра-

хейдик мазоктору. 

Работа выполнена в лаборатории вирусологии и био-

технологии научно-исследовательского института вете-

ринарии имени А.Дуйшеева. В качестве патологического 

материала отбирали клоакальные и трахеальные смывы, 

дополнительно отобрали кусочки органов (селезенка, лег-

кие, трахея, кишечник, печень). Целю нашей работы явля-

лось, выявить вирус болезни Ньюкасла, провести серологи-

ческие и молекулярно биологические исследования. В лабо-

раторных условиях, нами был проведены исследования ви-

руса болезни Ньюкасла, для этого мы использовали куриные 

эмбрионы для накопления вируса. В дальнейшем из яиц со-

бирали аллантоисную жидкость для постановки реакции 

при помощи молекулярно биологического методом полиме-

разно-цепной реакции. Результаты исследования показали 

следующие результаты. Из 13 проб исследованных мето-

дом ПЦР, 9 проб дали положительный результат. Из 

этого следует о наличии патогенного вируса. Полученные 

данные будут использоваться для дальнейших исследова-

ний по проведению филогенетического анализа, для иденти-

фикации и определения штамма вируса. 

Ключевые слова: болезнь Ньюкасла, полимеразно-

цепная реакция, вирус, штамм, патологический материал, 

трахеальные смывы. 

Work carried out in the laboratory of Virology and Bio-

technology Kyrgyz Research Institute of Veterinary named after 

A. Duysheeva veterinary medicine. As pathological material 

selected cloacal and tracheal swabs further selected bits of or-

gans (spleen, lung, trachea, intestine, liver). Purpose to our 

work is to identify the virus Newcastle disease, to conduct sero-

logical and molecular biological research. The investigation of 

Newcastle disease has been carried out under laboratory condi-

tions, we have to do this, we used chicken embryos to accumulate 

virus Subsequently, the allantoic liquid was collected from the 

eggs for the reaction using a molecular biological method of 

PCR, which showed the following results. Results of the study 

showed the following results. Of the 13 samples examined by 

PCR, 9 samples gave a positive result. This implies the presence 

of a pathogenic virus.The obtained data will be used for 

carrying out further research on phylogenetic analysis, to iden-

tify and determine the strain of virus. 

Key words: Newcastle disease, polymerase chain reac-

tion, virus, strain, pathological material, tracheal swabs. 

Введение. Наиболее часто в Кыргызстане встре-

чаются такие инфекционные болезни птиц как: бо-

лезнь Ньюкасла, инфекционный ларинготрахеит, ин-

фекционный бронхит и др. 

Резервуаром возбудителей могут быть домаш-

ние утки, гуси, а также перелетные дикие птицы [1,2]. 

Болезнь Ньюкасла (НБ) является одним из наи-

более распространенных вирусных болезней птиц 

которая влечет за собой огромные экономические по-

тери птицеводству во всем мире [3].  

Возбудитель РНК-вирус, принадлежащий к роду 

Avulavirus, семейства Paramyxoviridae [4,5]. Известно, 

что 241 вид из 27 отрядов семейства птиц чувстви-

тельны к вирусу болезни Ньюкасла [6,7]. Клиниче-

ские признаки болезни Ньюкасла варьируются от тон-

ких субклинических признаков до системной инфек-

ции, которая может вызывать до 100% смертности 

[8,11]. 
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Вирус можно выделить в паренхиматозных орга-

нах, костном и головном мозге, мышцах, трахеальной 

слизи, толстом и тонком кишечниках. В период кли-

нической картины болезни, вирус выделяется во 

внешнюю среду с фекалиями, трахеальной слизью и 

выдыхаемым воздухом. Вирус, можно будет выде-

лить, только в начале болезни. Переболевшие птицы 

могут долго быть вирусоносителем [9,10]. 

Материалы и методы исследования. Исследо-

вания проводили в лаборатории вирусологии и био-

технологии с использованием серологических и мо-

лекулярно биологических методов. 

Был взят патологический материал от убитых 

птиц. Фазан – 7, голуби – 5, дикие утки – 6, вороны – 

4. (Рис. №1, 2, 3, 4) В качестве патологического мате-

риала отбирали клоакальные и трахеальные смывы, 

дополнительно отобрали кусочки органов (селезенка, 

легкие, трахея, кишечник, печень). Взятый патмате-

риал был законсервирован в транспортную среду. Па-

тологический материал отправили в лабораторию для 

дальнейших исследований.  

 

Рис. 1. Трахеальные смывы голуби. 

 

Рис. 2. Сбор патологического материала. 

 

Рис. 3. Клоакальные смывы фазана. 

 

Рис. 4. Трахеальные смывы утки. 

Из органов готовили 10%-ную суспензию на фи-

зиологическом раствор. В ступке растирали навеску 

со стеклянной навеской для получения гомогенной 

массы. Добавить 9 мл физиологического раствора, со-

держащего 100 ЕД/мл тетрациклин и перенести во 

флакон. 

Затем суспензию центрифугировали при 3000 

об/мин 15 мин. Выделение вируса осуществляли в ку-

риных яйцах, не содержащих специфических пато-

генов, на основе стандартной процедуры. 

Вирус болезни Ньюкасла выделяли коммерче-

ским набором американского производства Axygen 

(AxyPrepTMBodyFluid, Viral DNA\RNA miniprepkit, 

cat. № AP-MN-BF-VNA-250) в соответствии с прото-

колом по его применению. Обратную транскрипцию 

(ОТ-ПЦР) проводили с использованием набора Quanti 

Tect Reverse Transcription Kit Qiagen. 

Приготовление мастер микса для обратной тран-

скрипции: 

Обратная транскриптаза -1 мкл; 

Буфер-4 мкл; 

Праймер микс-1 мкл; 

РНК-14 мкл; 

Инкубация 15 мин при 4 С 
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Амплификацию проводили со специфическими 

праймерами олигонуклеотида для имплификации 356 

п.н. ампликонов, путем расщепления NDV-F гена 

вируса болезни Ньюкасла. 

Полимеразная цепная реакция. Использовали 3 

мкл выделенного РНК, 2 мкл gDNA Wipeout Buffer, 

7х буфера и 9 мкл деионизированной воды. Инкуба-

цию проводили в течение 2 мин при 42 0С.  

Температурно-временной режим одного цикла 

ПЦР: 

1. денатурация при 94 0С - 4 минуты,  

2. денатурация при 94 0С в течение 40 секунд,  

3. отжиг 52 0С в течение 45 секунд,  

4. элонгация 72 0С в течение 45 секунд.  

Всего проведено 36 циклов, заершающая элон-

гация 720С в течение 5 минут. Для детекции получен-

ного ПЦР-продукта результаты считывали в 2% ага-

розном геле в гель-документирующей системе 

GelDocXR+, Bio-Rad. Размер ПЦР-продукта после 

амплификации составлял 356 п.н [4,21].  

Идентификация специфических фрагментов 

РНК вируса Ньюкасла в исследуемых образцах, взя-

тых от больных и подозрительных птиц, проводились 

с использованием ПЦР в классическом варианте. 

Результаты исследования. Молекулярно-гене-

тические исследования во многих странах показали 

гетерогенность циркулирующего вируса болезни 

Ньюкасла. 

В лабораторных условиях, нами был проведены 

исследования болезни Ньюкасла при помощи полиме-

разной цепной реакции, который показал следующие 

результаты.  

По результатам ПЦР анализа, указанным в таб-

лице 1 видно, что в определённых пробах получен по-

ложительный результат, что говорит о наличии пато-

генного вируса.  

Таблица 1  

Результаты исследования ПЦР 

Пробы 
Праймер forward 

Праймер 

reverse 
Результаты 

1 FHN1-F FHN1-R Полож 

2 HN2-F HN2-R Полож 

3 HN3-F HN3-R Полож 

4 HNL4-F HNL4-R Полож 

5 FHN1-F FHN1-R Полож 

6 HN2-F HN2-R отр 

7 HN3-F HN3-R отр 

8 HNL4-F HNL4-R отр 

9 FHN1-F FHN1-R полож 

10 HN2-F HN2-R полож 

11 HN3-F HN3-R полож 

12 HNL4-F HNL4-R отр 

13 FHN1-F FHN1-R полож 

 

Заключение. Для диагностики и индикации ви-

русных болезней незаменимым оказался метод ПЦР, 

который открывает новые возможности повышения 

чувствительности и скорости обнаружения вирусов. 

По результатам наших исследований 9 проб из 13 по-

казал положительный результат. 

Филогенетический анализ выполнен для боль-

шого числа штаммов вируса болезни Ньюкасла и 

определены основные генотипы, циркулирующие в 

различных частях мира, всего их 18. В Кыргызской 

Республике не проводились исследования по генети-

ческой вариабельности штаммов вируса болезни 

Ньюкасла среди диких и перелётных птиц. В после-

дующих работах будет проводиться филогенетиче-

ский анализ штамма вируса болезни Ньюкасла среди 

диких и перелетных птиц. 
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