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Введение
Инфекционный бронхит кур (ИБК) 

приносит убытки птицеводческим пред-
приятиям во всем мире и может являться  

причиной респираторных заболеваний, 
нефрита, энтерита, снижения оплодо-
творения яиц, ухудшения яйценоскости 
и качества яиц [2]. Вирус ИБК содержит 

четыре структурных белка. Гликопроте-
ин S содержит эпитопы и детерминан-
ты вируснейтрализу ющих антител за-
щитного иммунитета, адгезии клеток  
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Аннотация:  В статье приведены результаты исследования протективных свойств аттенуированного штамма вируса 

ИБКV1-1/96 против заражения гомологичным полевым вирусом. Исследование показало, что аттенуи-

рованный штамм вируса ИБК V1-1/96 может применяться для создания защиты цыплят от группы виру-

сов ИБК серотипа 793B. 

Abstract:  The results of the research have been given in the paper on the protective properties of the attenuated IBKV1-1/96 

virus strain against chicken infection with the homologic field virus. The research has shown that the attenuated IBK 

V1-1/96 virus strain сan be used for chicken protection against virus group IBK serotype 793B.
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и специфичности серотипа [5]. Профи-
лактика ИБК — трудная задача, посколь-
ку для возбудителя характерно высо-
кое генетическое разнообразие, малый 
срок генерации и высокая частота му-
таций. Во всем мире были идентифи-
цированы многочисленные серотипы 
вируса ИБК, между которыми прак-
тически отсутствует перекрестный 
иммунитет. Штамм 793B ИБК наибо-
лее распространен в Европе [6], кро-
ме того, он был обнаружен и на дру-
гих континентах [3]. В Венгрии от 
стада бройлеров был выделен поле-
вой штамм вируса ИБК, родственный 
штамму 793B ИБК. После молекуляр-
ного исследования вирус, названный 
штаммом V1-1/96, аттенуировали и 
исследовали на безопасность для SPF 
и промышленных цыплят.

Цель исследования
Целью исследования являлась оцен-

ка протективных свойств аттенуиро-
ванного штамма вируса ИБК V1-1/96, 
обеспечива ющих защиту промышлен-
ных цыплят против заражения гомоло-
гичным полевым вирусом.

Материалы и методы исследования
Вирусы. Аттенуированный штамм 

вируса ИБК V1-1/96 использовали 
для вакцинации цыплят, а гомологич-
ный полевой вирус 793B — для зара-
жения. Для сравнения в настоящем 
исследовании использовали также 
коммерческую вакцину против ИБК, 
серотип 793B.

схема исследования. Шестьде-
сят промышленных цыплят в суточ-
ном возрасте разделили на три группы. 
Птиц из первой группы вакцинирова-
ли штаммом V1-1/96 спрей-методом в 
дозе 2,8 log 10 EID5o/гол. Птиц из вто-
рой группы вакцинировали коммерче-
ской вакциной спрей методом в дозе 3,7 
log 10 EID50/гол. Цыплят третьей груп-
пы не вакцинировали. Через 3 нед. по-
сле вакцинации каждой птице из трех 
групп внутритрахеально ввели вирус 
ИБК по 4,2 log10 EID50.

клиническое наблюдение. После 
введения вакцины и заражения цып-
лят ежедневно исследовали на нали-
чие клинических симптомов. Оце-
нивали клиническое состояние птиц 
(тип симптомов, число птиц с сим-
птомами и пр.).

На 5-й и 6-й дн. после заражения 
цыплят обследовали на наличие клини-
ческих симптомов, их состояние оце-
нивали по шкале от нуля до трех бал-
лов: один балл — нормальное дыхание; 
два балла — легкие/редкие трахей-
ные хрипы, возника ющие при движе-
нии, или умеренные/частые трахейные 
хрипы в неподвижном состоянии, но 
не постоянно; три балла — выражен-
ные постоянные трахейные хрипы. 

Мт тела и среднесуточный при-
вес (прирост Мт). Цыплят взвешива-
ли на 21-й, 26-й и 27-й дн. после вак-
цинации. МТ и среднесуточный привес 
определяли у птиц каждой группы [1].

Цилиарная активность. Срезы 
тканей из верхней, средней и ниж-
ней частей трахеи, третье, четвер-
тое и пятое кольца трахеи помести-
ли в культуральную среду MEM-H, на 
96-луночный планшет. Кольца тра-
хеи исследовали под микроскопом 
при слабом увеличении и оценивали 
по шкале цилиостаза от 0 (100%-я ци-
лиарная активность) до 4 (отсутствие 
активности). Для каждой группы птиц 
рассчитали средний показатель ци-
лиостаза. Максимальный показа-
тель для каждой трахеи составил 40 
(10 колец/трахея). Цилиарную актив-
ность оценивали в течение 2 ч.

Оценку цилиарной активности вы-
полняли в соответствии с положени-
ем 04/2008:0442 пункта 2.4.3.1 Евро-
пейской фармакопеи. Для данного 
участка трахеи цилиарную актив-
ность считали нормальной, если не 
менее чем у 50% колец имелось ак-
тивное цилиарное движение (соот-
ветствует 0, 1 или 2 баллам — цили-
арная активность 100, 75 или 50%, 
соответственно). Птицу считали здо-
ровой, если не менее чем в 9 из 10 ко-
лец наблюдали нормальную цилиар-
ную активность [Z. Penzes, J. Chacon, 
В.P. Soos, R. Glavits, A. Zolnai, N. No-
grady, V. Palya].

Восстановление вируса. На ше-
стой день после заражения после пол-
ного удаления трахеи отделяли фраг-
мент ткани из средней части трахеи 
размером 2,5 см, в трахею осторожно 
вводили стерильный тампон и бра-
ли мазок одним движением по вер-
тикали. Мазки со слизистой оболоч-
ки трахеи каждой птицы переносили 
в 1,5 мл фосфатно-солевого буфера, 

который охлаждали с помощью нату-
рального льда. Затем 0,2 мл этой сус-
пензии инокулировали в аллантоис-
ную полость пяти яиц с зародышем 
10-дневного возраста, которые инку-
бировали в течение шести дней. Яйца, 
в которых не было живого эмбриона 
через один день инкубации, отбрако-
вывали как случаи неспецифической 
гибели эмбрионов. Особенности ги-
бели эмбрионов, типичных для виру-
са ИБК, и поражений остальных яиц 
исследовали в конце инкубационно-
го периода. Была исследована аллан-
тоисная жидкость каждого образца 
(пять яиц) методом иммуносорбент-
ного ферментного анализа.

количественный анализ виру-
лентного вируса. Для количественно-
го анализа РНК вируса методом ПЦР в 
реальном времени использовали сус-
пензию из слизистой оболочки тра-
хеи, приготовленную для выделения 
вирусов [1]. Вирусную РНК выделяли 
с использованием набора лаборатор-
ных реагентов QIAamp® Viral RNA 
Mini (Qiagen). Производили обратную 
транскрипцию вирусной РНК в к ДНК 
с использованием pd(N)6 гексамер   
5-фосфата (Fermentas) в соответствии 
с инструкцией производителя, кДНК 
подвергли количественной ПЦР для 
определения количественного содер-
жания вируса ИБК в образце. Для ам-
плификации 143-bp фрагмента 5'-UTR 
использовали праймеры IBV5_GU391 и 
IBV5J3L533 для ПЦР, а также двояко-ме-
ченный зонд Taqman IBV5_G.

Гистология. Взяли по одному об-
разцу тканей с верхней и нижней ча-
стей трахеи и поместили в пробир-
ки с 10%-ным буферным раствором 
формальдегида. После фиксации 
препарировали фрагменты разме-
ром 3–5 мм и окрасили их гемато-
ксилином и эозином. Исследовали 
фрагменты трахеи на предмет стира-
ния ресничек эпителия, эпителиаль-
ной метаплазии и дегенерации, лим-
фоцитарной инфильтрации в основу 
слизистой оболочки, оценили пора-
жения по следу ющей шкале: 0 — нор-
ма, 1 — незначительное поражение, 
2 — умеренное поражение, 3 — тяже-
лое поражение.

статистический анализ. Был про-
веден анализ следу ющих данных: МТ, 
среднесуточный привес, титр вируса 
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(количество вируса), а также их ста-
тистическое сравнение с результата-
ми однофакторного дисперсионно-
го анализа (Statgraphics) при уровне 
значимости 5%.

результаты
Среднесуточный привес (прирост 

МТ). У птиц контрольной группы на 5-й 
и 6-й дн. после введения вирулентного 
вируса ИБК наблюдали статистиче-
ски более низкий ежедневный при-
вес, чем у птиц из вакцинированных 
групп. На пятый день после введе-
ния вирулентного вируса ИБ между 
птицами из двух вакцинированных 
групп не наблюдали статистически 
значимых различий, однако на пя-
тый день после введения вирулент-
ного вируса ИБК у птиц из группы, 
вакцинированной штаммом V1-1/96, 
наблюдали статистически более вы-
сокий ежедневный привес, чем у птиц 
из группы, обработанной коммерче-
ской вакциной.

клиническая система оцен-
ки. Клинических симптомов, кото-
рые можно связать с вакцинацией 
вирусом ИБК, не наблюдали. Толь-
ко у одной птицы из вакцинирован-
ной группы после заражения отмеча-
ли незначительные респираторные 
симптомы. В этом случае число бал-
лов равнялось единице (незначитель-
ное поражение), а у нескольких птиц 
в контрольной группе отмечали сим-
птомы умеренного поражения.

Цилиарная активность. Высо-
кий количественный показатель ци-
лиостаза отмечен спустя 5–6 дн. по-
сле заражения у невакцинированных 
птиц, что указывает на правильную 
модель заражения. У птиц из групп, 
обработанных вакциной, этот пока-
затель был ниже, чем у птиц из кон-
трольной группы, и явного расхожде-
ния между ними по соответству ющему 
показателю не выявлено. Согласно 
критерию Европейской фармакопеи, 
у цыплят нормальная цилиарная ак-
тивность, если 9 из 10 исследуемых 
трахейных колец имеют цилиарную 
активность более 50%. В группе, обра-
ботанной V1-1/96, у 80 % птиц была 
нормальная цилиарная активность 
спустя 5–6 дн. после заражения, тогда 
как в группе, обработанной коммерче-
ской вакциной, у 70 и 80% птиц была 

нормальная цилиарная активность 
спустя 5 и 6 дн. после заражения со-
ответственно.

Выделение вируса. Индуциру-
ющий вирус может быть выделен из 
клеток цыплят из групп, обработан-
ных вакциной, но его процентное со-
держание будет ниже по сравнению 
с контрольной группой. Индуциру-
ющий вирус был выделен повторно 
из клеток всех невакцинированных 
птиц, которых заражали. Процентное 
содержание выделенного индуциру-
ющего вируса в группе, обработан-
ной вакциной V1-1/96 (30%), было 
таким же, как в группе, обработанной 
коммерческой вакциной.

содержание вируса в тканях 
трахеи. Спустя 6 дн. после зараже-
ния методом количественной ПЦР 
было определено явное расхожде-
ние между РНК титра индуциру-
ющего вируса в группах птиц вакци-
нированных и невакцинированных. 
Титр вируса в клетках контрольной 
группы был значительно выше (2,7 
log10 EID50), чем у вакцинирован-
ных птиц (1.7–1.8 log10 EID50). Ста-
тистически значимого расхождения 
по соответству ющему показателю ме-
жду вакцинированными птицами из 
двух групп не выявлено.

Микроскопическое исследо-
вание. Микроскопически выявляе-
мые поражения, вызванные введением 
индуциру ющего вируса (потеря рес-
ничек и дегенерация эпителия), на-
блюдали у всех цыплят невакциниро-
ванной группы и у одной птицы из 
группы, обработанной коммерческой 
вакциной. В целом у вакцинирован-
ных птиц отмечены незначительные 
поражения. Средний гистологический 
показатель трахеи был выше в кон-
трольной группе (2,5 балла), тогда как 
в группе вакцинированных птиц этот 
показатель был ниже (1,1–1,2 балла). 
У птиц из вакцинированных групп 
расхождений по данному показателю 
не выявлено.

Выводы
При вакцинации цыплят штам-

мом V1-1/96 ИБК отмечено проявле-
ние сильных протективных свойств, 
обеспечива ющих защиту против ин-
фицирования гомологичным виру-
сом 793B ИБК.
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