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на сегодняшний день новый вариант высокопа-
тогенного вируса гриппа H5N8 клады 2.3.4.4 пред-
ставляет серьезную угрозу сельскому хозяйству, а 
также общественному здравоохранению. это обу-
словлено высокой вирулентностью данных штаммов 
для некоторых видов животных, которая показана в 
ряде исследований [3, 4, 7, 12]. впервые возникнув 
в 2010 г. в китае [15], вирусы данной клады широ-

ко распространились, став причиной вспышек среди 
диких и домашних птиц в различных регионах мира. 
показано, что в 2014 г. вирус гриппа H5N8 цирку-
лировал в Юго-восточной азии, а затем занесен в 
европу и северную америку с дикими птицами, 
использующими пути миграции, проходящие через 
территорию российской Федерации [8, 11]. это под-
тверждено исследованием выделенного на дальнем 
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цель работы. изучение биологических характеристик штаммов вируса гриппа, вызвавших вспышки в россии 
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ные высокопатогенным вирусом гриппа H5N8-субтипа. в мае 2016 г. зафиксирована гибель диких птиц на тер-
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ся в европейской части россии, где вызвал вспышки среди диких и домашних птиц. результаты исследования 
выделенных штаммов показали, что все они являются высокопатогенными и относятся к генетической кладе 
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востоке россии штамма A/wigeon/Sakha/1/2014 
(H5N8) [5]. изучение биологических свойств данного 
вируса показало, что он являлся высокопатогенным и 
имел высокую степень идентичности со штаммами, 
циркулирующими в европе и Юго-восточной азии. 
после широкого распространения в 2014 г., вирус 
гриппа H5N8 продолжил циркулировать и к началу 
2016 г., по данным OIE, вспышки H5N8 продолжали 
регистрироваться в корее и тайване [13]. нами вы-
сказано предположение о возможном повторном вы-
делении вируса гриппа H5N8 в некоторых регионах 
россии [1]. наша гипотеза получила подтверждение, 
когда в мае 2016 г. H5N8 появился на территории 
республики тыва. в ходе мониторинга вируса грип-
па птиц на территории республики тыва в мае 2016 г. 
зафиксирована гибель диких птиц. из биологическо-
го материала, взятого от погибших птиц, выделено 
несколько штаммов вируса гриппа. в результате 
типирования определена принадлежность данных 
штаммов к субтипу H5N8 вируса гриппа. затем ви-
рус гриппа H5N8 распространился на запад и в кон-
це 2016 г. стали поступать сообщения о вспышках 
вируса гриппа H5N8 в европейской части россии. 
целью данной работы является изучение биологиче-
ских характеристик штаммов вируса гриппа, вызвав-
ших вспышки в россии в 2016–2017 гг.

материалы и методы

биологический материал от птиц представлен 
мазками из клоаки и трахеи, а также фрагментами 
внутренних органов. выделение вируса гриппа осу-
ществлялось на 9-дневных развивающихся куриных 
эмбрионах (ркэ), путем инокулирования образцов 
в аллантоисную полость эмбриона и культивирова-
ния в течении трех суток. аллантоисная жидкость 
тестировалась на наличие вируса гриппа в реакции 
гемагглютинации с использованием 0,5 % суспензии 
эритроцитов петуха, а также методом пцр в реаль-
ном времени. антигенные свойства изучали в реак-
ции торможения гемагглютинации с использованием 
0,5 % суспензии эритроцитов лошади. использовали 
референс-антигены и сыворотки хорьков, полу-
ченные от Dr. R.Webby, St. Jude Children’s Research 
Hospital (мемфис, сШа), а также сыворотки хорь-
ков, полученные на штаммы вируса гриппа H5, ра-
нее циркулировавшие в россии.

выделение рнк из аллантоисной жидкости 
осуществлялось с помощью набора «амплипрайм 
рибо-сорб» (ооо «некстбио», россия) согласно 
инструкции производителя. для обратной транс-
крипции использовали универсальные праймеры 
Uni12 и RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Thermo Scientific, сШа).

типирование и субтипирование вируса гриппа 
проведено с использованием наборов «амплисенс 
Influenza virus A/B-FL», «амплисенс Influenza 
virus A H5N1-FL» и «амплисенс Influenza virus 
A-тип-H5, H7, H9-FL» (Фгун «цнии эпидемио-

логии» роспотребнадзора) согласно инструкции  
производителя.

с целью получения первичной структуры гено-
ма вируса проведена пцр с использованием прайме-
ров, специфичных к определенным участкам каждо-
го гена, а также реакционной смеси DreamTaq PCR 
Master Mix (Thermo Scientific, сШа). выделение ам-
пликонов из агарозного геля проводилось при помо-
щи набора QIAquick gel extraction kit (Qiagen, сШа). 
полногеномное секвенирование новых вирусов грип-
па проведено по технологии Illumina с использовани-
ем MiSeq reagent kit v3 (Illumina, San Diego, сШа). 
Филогенетический анализ проводили с использовани-
ем программы MEGA 6 методом maximum likelihood 
со 100 bootstrep повторами. в работе использовали ну-
клеотидные последовательности генов вирусов грип-
па, опубликованные в базе данных GISAID FluSurver 
(http://flusurver.bii.a-star.edu.sg). 

для определения вирулентности штаммов ви-
руса гриппа использовали мышей линии Balb/c, са-
мок, с массой тела 14–16 г, полученных из питом-
ника Фбун гнц вб «вектор». животных заража-
ли интраназально десятикратными разведениями 
вируссодержащей аллантоисной жидкости. перед 
проведением заражения мышей наркотизировали 
с использованием углекислого газа. определение 
значений 50 % летальных (лд50) и инфицирующих 
(ид50) доз проводили с использованием компьютер-
ной программы Probit.

для получения сывороток крови хорьков ис-
пользовались животные, полученные из питомника 
Фбун гнц вб «вектор». хорьков инфицировали 
интраназально, усыпленных под воздействием угле-
кислого газа. через 21 день у животных брали кровь. 
полученную сыворотку крови перед постановкой 
реакции торможения гемагглютинации в течение 
18 ч обрабатывали RDE (receptor destroying enzyme) 
для удаления неспецифических термостабильных 
ингибиторов, затем прогревали на водяной бане при 
56 °с для удаления неспецифических термолабиль-
ных ингибиторов.

результаты и обсуждение

в 2016–2017 гг. зафиксирован ряд вспышек сре-
ди диких и домашних птиц на территории россии. в 
ходе мониторинга вируса гриппа птиц на территории 
республики тыва в мае 2016 г. зафиксирована гибель 
диких птиц. на озере убсу-нур найдены трупы ви-
дов серая цапля (Ardea cinerea), чомга (Podiceps 
cristatus), озерная чайка (Larus ridibundus), крачка 
(Sterna hirundo) и один неопределенный вид дикой 
утки. из биологического материала, взятого от по-
гибших птиц, выделено несколько штаммов вируса 
гриппа. в результате типирования определили при-
надлежность данных штаммов к субтипу H5N8 ви-
руса гриппа. затем, в октябре 2016 г., вирус гриппа 
H5N8 выделили от дикой утки в ходе мониторинга на 
территории республики татарстан. в ноябре 2016 г. 
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вирус гриппа выделен на территории республики 
калмыкия, где отмечалась гибель домашних кур 
на частных подворьях. в это же время зарегистри-
рована вспышка вируса гриппа на птицефабрике 
«харабалинская», г. харабали астраханской об-
ласти. впоследствии вирус гриппа H5N8 широко 
распространился в европейской части россии [13]. 
с декабря 2016 до апреля 2017 года вспышки ре-
гистрировались среди диких и домашних птиц в 
краснодарском крае и ростовской области. следует 
особо отметить гибель птиц из коллекции зоопарка 
воронежа, которая отмечена в январе 2016 г. в мар-
те 2016 г. вспышки отмечены в нескольких регионах 
московской и калининградской областей. нами изу-
чены биологические свойства нескольких штаммов, 
вызвавших вспышки, и сравнены со штаммами H5 
субтипа ранее выделенными в россии (табл. 1).

при титровании на ркэ изученные штаммы 
показали высокую степень репродукции. титр ви-
руса в аллантоисной жидкости находился в диапазо-
не от 7,6 до 9,3 logэид50/мл. несмотря на разли-
чия в титрах между штаммами H5N8 2016–2017 гг., 
все они оказались более инфекционными для ркэ, 
чем штамм A/wigeon/Sakha/1/2014 H5N8, выделен-
ный в 2014 г. в россии. для всех штаммов опреде-
лено наличие аминокислотной последовательности 
REKRRKR*GL в сайте протеолитического расще-
пления гемагглютинина, что характерно для высо-

копатогенных штаммов вируса гриппа. изученные 
штаммы показали высокую степень вирулентности 
для мышей. при интраназальном заражении мышей 
линии Balb/c показатель ид50 находился в диапазоне 
1,7–2,7 logэид50. также для штаммов определили 
значения летальной дозы (лд50), которые состави-
ли 2,3–3,3 logэид50. показатели вирулентности для 
изу ченных штаммов также были выше, чем у штам-
ма A/wigeon/Sakha/1/2014 H5N8 и оказались сопо-
ставимы с показателями у штаммов H5N1, циркули-
ровавших в россии в 2015 г. все изученные штаммы 
чувствительны к действию противовирусных пре-
паратов – ингибиторов нейраминидазы озельтами-
вира и занамивира, что было продемонстрировано 
флуоресцентным методом измерения инигибиро-
вания нейраминидазы (Fluorometric Neuraminidase 
Inhibition Assay).

накопление новых вирусов гриппа в культуре 
клеток MDCK ингибировалось в присутствии ин-
терферона альфа, однако штаммы вируса гриппа 
птиц A/great crested grebe/Tyva/34/2016, A/wild duck/
Tyva/35/2016, A/chicken/Kalmykia/2643/2016, A/chi-
cken/Astrakhan/3131/2016 в культуре клеток а549 
ингибировали индукцию эндогенного интерферона, 
что, вероятно, является одной из причин усиления 
вирулентности при заражении млекопитающих.

результаты исследования антигенных свойств 
выделенных вирусов показали, что изучаемые штам-

Таблица 1

биологические свойства вирусов гриппа H5-субтипа

Штамм субтип титр в ркэ, 
log10 эид50

Balb/c  
интраназальная ид50, 

log10эид50

Balb/c  
интраназальная лд50, 

log10эид50

чувствительность  
к занамивиру/ 

озельтамивиру IC50 nM

ранее выделенные штаммы

A/rook/Chany/32/2015 
GISAID ID: EPI_ISL_193362

H5N1 8,7±0,4 1,9±0,4 2,9±0,8 29,9/32,9

A/wigeon/Sakha/1/2014 
GISAID ID:EPI_ISL_169427

H5N8 6,2±0,5 2,9±0,4 4,1±0,4 0,05/0,1

исследуемые штаммы

A/great crested grebe/Tyva/34/2016 
GISAID ID:EPI_ISL_230820

H5N8 9,3±0,3 1,7±0,5 2,3±0,5 1,0/0,7

A/wild duck/Tyva/35/2016 
GISAID ID:EPI_ISL_231684

H5N8 7,9±0,4 1,9±0,6 н.д. 1,4/0,8

A/wild duck/Tatarstan/3059/2016 
GISAID ID:EPI_ISL_247724

H5N8 8,6±0,4 н.д. н.д. 0,58/0,29

A/chicken/Kalmykia/2643/2016 
GISAID ID:EPI_ISL_247725

H5N8 7,6±0,4 2,0±0,4 2,9±0,6 0,60/0,28

A/chicken/Astrakhan/3131/2016 
GISAID ID:EPI_ISL_240110

H5N8 8,4±0,5 1,9±0,4 2,4±0,5 0,59/0,28

A/goose/Krasnodar/3144/2017 
GISAID ID:EPI_ISL_247722

H5N8 8,2±0,4 1,9±0,4 2,4±0,5 0,98/0,57

A/mute swan/Krasnodar/25/2017 
GISAID ID:EPI_ISL_247723

H5N8 9,0±0,5 2,7±0,3 н.д. 0,91/0,47

A/turkey/Rostov/11/2017 
GISAID ID:EPI_ISL_247721

H5N8 8,0±0,5 2,1±0,4 2,9±0,6 0,48/0,42

A/ural owl/Voronezh/14/2017 
GISAID ID:EPI_ISL_247716

H5N8 8,6±0,4 2,2±0,4 3,3±0,4 1,25/0,69

A/chicken/Sergiyev Posad/38/2017 
GISAID ID:EPI_ISL_256299

H5N8 8,6±0,4 2,2±0,4 2,9±0,5 н.д.
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мы не имеют сродства со штаммами H5N1 клады 
2.3.2.1c, выделенными в россии в 2015 г., но имеют 
высокую степень родства со штаммом клады 2.3.4.4  
A/wigeon/Sakha/1/2014 H5N8, а также с референс штам-
мом той же клады A/Nothern Pintail/WA/40964/2014 
(H5N2) и штаммом A/Sichuan/26221/2014-RG42A 
(H5N6), выделенным от человека (табл. 2).

полученные данные согласуются с проведен-
ным филогенетическим анализом, который также 
определил изучаемые штаммы к генетической кладе 
2.3.4.4. однако штаммы вируса гриппа H5N8, вы-
деленные в 2016 г. находятся в другой генетической 
группе B. Штамм A/wigeon/Sakha/1/2014 и референс 
штамм A/Sichuan/26221/2014-RG42A формируют 
группу а, представители которой циркулировали до 
2016 г. (рисунок). анализ нуклеотидных последо-
вательностей генома выделенных штаммов выявил 
ряд генотипических отличий от референс штамма 
клады 2.3.4.4, которые выявили при помощи H5N1 
Genetic Changes Inventory (http://www.cdc.gov/flu/avi-
anflu/h5n1/inventory.htm) и с использованием сервиса 
FluSurver (http://flusurver.bii.a-star.edu.sg).

у изученных штаммов выявлен ряд мутаций, 
отвечающих за вирулентность и изменение хозяй-
ской специфичности. так, при анализе аминокис-

лотной последовательности гена HA выявлены две 
замены – N94S и T123P. подобные замены, по лите-
ратурным данным, обуславливают усиление рецеп-
торного взаимодействия с α2-6 остатками сиаловых 
кислот [14]. в гене NS1 выявлены две мутации 
(V226I и E227G), которые отвечают за вирулент-
ность и, в частности, за ее усиление [2], которое по-
казано экспериментально в сравнении со штаммом 
2014 г. A/wigeon/Sakha/1/2014. также в гене M2 
выявлена мутация I51V, которая, по литературным 
данным, совместно с мутацией S31N вероятно мо-
жет указывать на устойчивость штаммов к антиви-
русным препаратам адамантанового ряда [9], одна-
ко последняя у исследуемых штаммов не выявлена. 
таким образом можно заключить, что выделенные 
штаммы являются чувствительными к препаратам 
адамантанового ряда. помимо всего прочего, у 
штаммов A/black-headed gull/Tyva/41/2016 и A/wild 
duck/Tyva/35/2016 в гене PB2 выявлена мутация 
I292V. ранее было показано, что мутации в позиции 
292 могут влиять на адаптацию вирусов к передаче 
от человека к человеку [6]. таким образом, нами по-
лучена важная информация, которая может исполь-
зоваться при оценке пандемического риска цирку-
лирующих вариантов вируса гриппа.

Таблица 2

результаты рТГа со штаммами вируса гриппа H5-субтипа

Штамм субтип клада
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2.3.2.1c 2.3.4.4 2.3.4.4 2.3.4.4 2.3.4.4 2.3.4.4 2.3.4.4

референс антигены
A/rook/Chany/32/2015 H5N1 2.3.2.1c 320 <20 160 <20 <20 640 <20
A/duck/England/36254/2014 H5N8 2.3.4.4 <20 1280 5120 5120 640 1280 1280
A/Nothern Pintail/WA/40964/2014 H5N2 2.3.4.4 <20 1280 5120 5120 640 1280 640
A/Sichuan/26221/2014 RG42A H5N6 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 320
A/gyrfalcon/WA/41088/2014 RG43A H5N8 2.3.4.4 <20 1280 5120 5120 1280 1280 1280
A/great crested grebe/Tyva/34/2016 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 320
A/wigeon/Sakha/1/2014 H5N8 2.3.4.4 <20 1280 2560 5120 640 1280 1280

Тестируемые антигены
A/wild duck/Tyva/35/2016 H5N8 2.3.4.4 <20 320 5120 5120 640 320 320
A/wild duck/Tatarstan/3059/2016 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 640
A/chicken/Kalmykia/2643/2016 H5N8 2.3.4.4 <20 320 2560 1280 320 320 160
A/chicken/Astrakhan/3131/2016 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 640
A/goose/Krasnodar/3144/2017 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 640
A/mute swan/Krasnodar/25/2017 H5N8 2.3.4.4 <20 1280 5120 5120 640 1280 640
A/turkey/Rostov/11/2017 H5N8 2.3.4.4 <20 1280 5120 5120 640 1280 640
A/ural owl/Voronezh/14/2017 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 320 640 640
A/chicken/Sergiyev Posad/38/2017 H5N8 2.3.4.4 <20 640 5120 5120 640 640 640
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Филогенетическое дерево гена HA вирусов гриппа H5Nx субтипа. Штаммы, выделенные в Фбун гнц вб «вектор» роспотребнадзора 
отмечены ромбами

выделение вируса гриппа H5N8 клады 2.3.4.4 
в республике тыва и европейской части россии 
показывает, что данный вирус продолжает цирку-

лировать в природе, приобретая в ходе эволюции 
новые свойства. это подтвердили проведенные ви-
русологические и молекулярно-генетические иссле-
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дования. повышенная вирулентность выделенных 
штаммов, по сравнению с циркулировавшим ранее 
в россии штаммом A/wigeon/Sakha/1/2014, а также 
потенциальная возможность передачи от человека 
к человеку заставляет уделять особое внимание рас-
пространению данного вируса, а также комплексно 
подходить к изучению его свойств. несмотря на то, 
что до сих пор не зарегистрировано ни одного слу-
чая заражения человека вирусом H5N8, нами показа-
но, что возможность преодоления данным вирусом 
межвидового барьера сохраняется.

хронология распространения высокопатоген-
ного вируса гриппа H5N8 в 2016 г., а также анализ 
выделенных штаммов указывают на то, что ви-
рус гриппа распространился из Юго-восточной 
азии на территорию россии с дикими птицами по 
центрально-азиатскому пролетному пути, который 
пролегает через республику тыва [10], где в мае 
2016 г. зафиксирована вспышка среди диких птиц. 
затем с дикими птицами вирус распространился на 
запад, где он сначала был выделен от дикой птицы в 
республике татарстан, а затем поразил частные под-
ворья и птицефабрики на территории республики 
калмыкия, в астраханской области и других регио-
нах европейской части россии. подобным образом 
в 2005 г. распространялся высокопатогенный вирус 
гриппа H5N1, который был впервые зарегистрирован 
в Юго-западной сибири, а затем занесен в европей-
скую часть россии. это в очередной раз подчерки-
вает ключевую роль диких птиц в распространении 
вируса гриппа. становится очевидным, что необхо-
димо усиливать существующие противоэпидемиче-
ские и противоэпизоотические меры по контролю 
высокопатогенного вируса гриппа. так, например, 
остро встает вопрос о создании современной вете-
ринарной вакцины против гриппа H5N8-субтипа. 
наши исследования показали, что все выделенные 
в 2016 г. на территории рФ варианты вируса грип-
па птиц а(H5N8) антигенно не отличаются от реко-
мендованного воз кандидатного вакцинного штам-
ма A/Sichuan/26221/2014 RG42A субтипа H5N6. 
отечественным производителям вакцин следует 
обратить внимание на возможность создания запаса 
предпандемической вакцины на основе этого штам-
ма.

вполне вероятно, что вирус H5N8 в будущем 
также продолжит свое распространение в различ-
ные географические регионы. весной 2017 г. уже 
зафиксированы повторные вспышки гриппа на 
птицефабриках в ростовской и московской обла-
стях [13]. на сегодняшний день уже погибло или 
было забито более 1500000 голов птицы, что на-
несло серьезный экономический ущерб сельско-
му хозяйству. в связи с этим необходимо усилить 
мониторинговые исследования в ключевых точках 
распространения вируса гриппа птиц, среди кото-
рых можно выделить регионы европейской части 
россии, где зафиксированы вспышки, республику 
тыва, а также дальний восток.

на сегодняшний день не зарегистрированы 
случаи инфицирования человека вирусом гриппа 
A(H5N8). однако известно, что вирус гриппа субти-
па A(H5N6), принадлежащий к той же кладе 2.3.4.4, 
что и циркулирующие среди птиц по территории 
россии вирусы гриппа A(H5N8), уже вызывали ин-
фекцию у 16 человек в китае, 6 из которых погибли. 
хотя инфецирование людей вирусами гриппа субти-
па а(н5) происходит редко и связано в основном с 
контактами с больной или павшей инфицированной 
птицей, такие случаи могут приводить к тяжелым 
осложнениям или гибели человека. ожидается, что 
популяционный иммунитет у людей к новым виру-
сам A(H5N8) минимален, поэтому в 2017 г. следует 
расширить и углубить мониторинговые исследо-
вания высокопатогенного гриппа не только среди 
дикой и домашней птицы, но и среди сельскохозяй-
ственных и диких животных, а также среди людей, 
профессионально контактирующих с сельскохозяй-
ственными животными. регулярный обмен вирусами 
между лабораториями воз, занимающихся изучени-
ем вируса гриппа, и обмен информацией о генети-
ческих структурах новых вирусов гриппа является 
необходимым элементом для проведения полноцен-
ной и своевременной оценки риска возникновения 
вирусов с пандемическим потенциалом на границе 
человек-животные.

все исследования на животных осущест-
влялись в соответствии с законодательством рФ, 
международными этическими нормами и норма-
тивными документами Фбун гнц вб «вектор» 
роспотребнадзора.
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