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К июню 2011 г. общее количество подтвержден-
ных случаев заболевания человека, вызванного виру-
сом гриппа птиц (ВГП) А/H5N1, составляло 556, при 
этом примерно 60 % заболевших погибли [13]. По 
данным Всемирной организации охраны здоровья 
животных, птичий грипп H5N1 стал эндемическим 
в некоторых странах, например, Китай, Индонезия, 
Вьетнам и Египет [13].

Для разработки новых высокоэффективных про-
тивогриппозных лечебно-профилактических препара-
тов и диагностических тест-систем необходимо иметь 
информацию о степени чувствительности к различ-
ным штаммам ВГП А/H5N1 мышей, которые широко 
используются в качестве модельных животных при 
разработке препаратов и тест-систем [4, 8, 9].

В связи с этим целью работы являлось изучение 
на мышах инфекционных свойств различных штам-
мов вируса гриппа птиц А/H5N1, выделенных на 
территории России и стран СНГ.

Материалы и методы

Вирус. В работе использовали восемь высоко-
па тогенных штаммов ВГП подтипа H5N1, выделен-
ных в России и странах СНГ, которые были полу-
чены из Государственной коллекции возбу ди телей 

вирусных инфекций и риккетсиозов ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор» Роспотребнадзора: A/Turkey/Suz dalka/Nov-
1/2005; A/Chicken/Suzdalka/Nov-11/2005; A/Chicken/
Kurgan/05/2005(H5N1); A/Duck/Kurgan/08/2005(H5N1); 
A/Chicken/Crimea/04/2005(H5N1); A/Chicken/Omsk/06 
(H5N1); A/Chi cken/Krasnodar/02/06(H5N1); A/Chi cken/
Dagestan/06(H5N1). Все штаммы на 2–3-м пассажах 
(от источника выделения) при культивировании на 
куриных эмбрионах (КЭ) были наработаны до кон-
центрации 7,5–8,5 lg 50 % эмбриональных инфици-
рующих доз в 1 мл (ЭИД50/мл) и хранились до ис-
пользования в экспериментах в низкотемпературной 
морозильной камере при минус 70 °С.

Животные. В исследованиях использовали ин-
тактных беспородных разнополых белых мышей ICR 
массой 14–16 г, полученных из питомника ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор». Животных содержали на стандартном 
рационе с достаточным количеством воды согласно 
ветеринарному законодательству и в соответствии с 
требованиями по гуманному содержанию и исполь-
зованию животных в экспериментальных исследова-
ниях [3]. Наблюдение за инфицированными мышами 
осуществляли в течение 16 сут с момента заражения. 

Методы инфицирования мышей. Интра на-
зальное заражение мышей проводили традиционным 
методом с применением седативных средств с после-
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дующим определением 50 % летальной дозы (ЛД50) 
вируса для этих животных [1].

Эксперименты по аэрозольному инфицирова-
нию мышей проводили аналогично методике, опи-
санной ранее [5]. Минутный объем дыхания мышей, 
зависящий от их веса, рассчитывали по формуле 
Гайтона [7]. Зная концентрацию вирусного аэрозоля 
в камере (по результатам титрования вируса в пробах 
из аэрозольных пробоотборников), минутный объем 
дыхания животных и время инфицирования (экс-
позиции), определяли для мышей дозы заражения 
ВГП. С учетом результатов наблюдения за гибелью 
животных получали зависимость доза-эффект (по ги-
бели мышей) и определяли 50 % летальную дозу при 
аэрозольном способе заражения (АЛД50) мышей для 
различных штаммов ВГП.

Специфичность гибели животных. Факт ги-
бели мышей вследствие гриппозной инфекции под-
тверждали при определении наличия вируса гриппа 
в гомогенатах их легких.

Вирусологический анализ проб. Определение 
концентрации и наличия жизнеспособного вируса 
в образцах тканей животных и аэрозольных пробах 
проводили традиционным методом путем введения 
вируссодержащей жидкости в аллантоисную полость 
9-суточных КЭ кросса Хайсекс Браун генетической 
линии Род-айленд с последующей регистрацией на-
личия вируса в реакции гемагглютинации [2].

Электронно-микроскопические исследования. 
Образцы легких отбирали через 5 сут после интрана-
зального заражения одним из штаммов ВГП (A/Chic-
ken/Suzdalka/Nov-11/2005; A/Chicken/Kurgan/05/2005; 
A/Duck/Kurgan/08/2005) в дозе 10 ЛД50. При этом по 
3 животных умерщвляли методом цервикальной дис-
локации. После вскрытия животных иссекали трахею 
и легкие, фиксировали 4 % параформальдегидом при 
4 °С в течение 48 ч. Обработку образцов проводили, 
как описано ранее [4]. Срезы готовили на микротоме 
Райхерт-Янг (Австрия) и исследовали в электронном 
микроскопе JEM 1400 (Jeol, Япония), фотосъемку 
проводили с помощью цифровых камер Jeol и Veleta 
(SIS, Германия). 

Статистическая обработка результатов. 
Статистическую обработку и сравнение результатов 
осуществляли стандартными методами [1]. При этом 

определение 50 % доз вируса проводили при исполь-
зовании метода Спирмена – Кербера.

Результаты и обсуждение

Важными параметрами, используемыми при 
разработке новых лечебно-профилактических препа-
ратов и тест-систем, являются параметры, характе-
ризующие чувствительность хозяев к вирусу. В связи 
с этим были проведены сравнительные исследова-
ния чувствительности мышей к различным штаммам 
ВГП при интраназальном и аэрозольном заражении, 
результаты которых представлены в таблице. Через 
5–10 сут после заражения у животных регистриро-
вали ряд клинических признаков заболевания (взъе-
рошенность, сниженная двигательная активность, 
конъюнктивит) и летальный эффект. Проведенный 
корреляционный анализ взаимосвязи между пока-
зателями ЛД50 и АЛД50, полученными при разных 
способах заражения животных, свидетельствует о 
высокой степени корреляции между этими данными 
(коэффициент корреляции – r = 0,89). Кроме того, на-
блюдали существенные различия по вирулентности 
штаммов ВГП для респираторно зараженных мышей. 
По данному показателю исследуемые штаммы были 
разделены на 3 группы: высоковирулентные (ЛД50 и 
АЛД50 – <3,0 lg ЭИД50) – A/Chicken/Kurgan/05/2005, 
A/Chicken/Crimea/04/2005, A/Chicken/Omsk/06, A/
Chi cken/Krasnodar/02/06, A/Chicken/Dagestan/06; сред-
ней степени вирулентности (ЛД50 и АЛД50 – 3,0–4,5 lg 
ЭИД50) – A/Duck/Kurgan/08/2005; авирулент ные (ЛД50 
и АЛД50 – >4,5 lg ЭИД50) – A/Turkey/Suzdalka/Nov-
1/2005 и A/Chicken/Suzdalka/Nov-11/2005.

В наших предварительных исследованиях по 
изучению динамики накопления ВГП в организме 
респираторно зараженных мышей был зарегистри-
рован первичный очаг размножения патогена в дыха-
тельном тракте (слизистая полости носа, легкие). При 
этом максимальное накопление вируса наблюдалось 
в легких через 5 сут после инфицирования этих жи-
вотных – (5,6±0,6) lg ЭИД50/г. Учитывая это обстоя-
тельство, электронно-микроскопическому изучению 
в этот период подвергали легкие мышей, интрана-
зально инфицированных одним из штаммов ВГП (A/
Chicken/Kurgan/05/2005, A/Duck/ Kurgan/08/2005 и 
A/Chicken/Suzdalka/Nov-11/2005) в дозе 10 ЛД50. При 
этом была выявлена репродукция ВГ в реснитчатых 
клетках бронхиального эпителия (рисунок). Ядра 
зараженных клеток имели характерную для репро-
дукции вируса гриппа морфологию [4]. Почкование 
вируса происходило на апикальной мембране клеток, 
вирионы локализовались между ресничками и ми-
кроворсинками. Кроме этого, репродукция ВГ была 
зарегистрирована в альвеолоцитах 1 и 2-го порядка.

Известно, что различные штаммы ВГП А/H5N1, 
выделенные как от птиц, так и от людей, при экспе-
риментальном инфицировании мышей без предвари-
тельной адаптации вызывают либо заболевание, либо 
инфекционный процесс, носящий бессимптомный ха-
рактер [6, 8, 10]. Нами также было отмечено, что чув-
ствительность мышей (показатели ЛД50 и АЛД50) к ис-

Вирулентность штаммов вируса гриппа птиц (ВГП) А/Н5N1  
для мышей при интраназальном и аэрозольном заражении  

с определением ЛД50 и АЛД50 соответственно
Штамм ВГП (H5N1) Показатели вирулентности ВГП  

для мышей:
ЛД50 (lg ЭИД50) 

M±I95*
АЛД50 (lg ЭИД50) 

M±I95*
A/Turkey/Suzdalka/Nov-1/2005 >6,5 >5,0
A/Chicken/Suzdalka/Nov-11/2005 >6,5 4,9±0,5
A/Duck/Kurgan/08/2005(H5N1) 4,2±0,4 3,8±0,6
A/Chicken/Kurgan/05/2005(H5N1) 1,2±0,3 2,2±0,0
A/Chicken/Crimea/04/2005(H5N1) 1,3±0,3 -0,7±0,0
A/Chicken/Omsk/06(H5N1) 2,2±0,3 3,2±0,2
A/Chicken/Krasnodar/02/06(H5N1) 1,7±0,3 1,3±0,9
A/Chicken/Dagestan/06(H5N1) 2,7±0,5 1,8±0,7

*Средняя величина (М) и доверительный интервал (I95) с уровнем 
надежности 95 %.
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пользованным в работе штаммам ВГП А/H5N1 при 
респираторном заражении также существенно разли-
чалась. В то же время все штаммы проявляли одинако-
во высокую вирулентность для кур при внутривенном 
введении (внутривенный индекс патогенности, IVPI – 
от 2,7 до 3,0) и интраназальном заражении (ЛД50 – от 
0,3 до 1,2 lg ЭИД50). Полученные нами результаты 
могут быть использованы для анализа взаимосвя-
зи генетической структуры ВГП и его патогенных 
свойств. Зарегистрированный коэффициент высокой 
степени корреляции между показателями вирулент-
ности штаммов, полученными при интраназальном 
и аэрозольном инфицировании мышей, и близкие их 
значения свидетельствуют, вероятно, о существенном 
сходстве механизмов течения инфекционного процес-
са у этих животных при данных способах заражения, 
несмотря на то, что эти способы инфицирования от-
личаются по месту преимущественной первичной ло-
кализации в респираторном тракте мышей вводимого 
вирусного материала [при интраназальном зараже-
нии – в основном слизистая носовой полости, а при 
аэрозольном (для используемого нами полидисперсно-
го аэрозоля с медианно-массовым аэродинамическим 
диаметром частиц 1 мкм) – в равной степени легкие и 
верхние отделы респираторного тракта]. Отчетливый 
тропизм вируса гриппа H5N1 к легким отмечается во 
многих опубликованных работах, посвященных этому 
патогену [9, 12, 13]. Проведенное нами электронно-
микроско пи че ское изучение легких мышей, инфици-
рованных штаммами ВГП, выделенными в России и 
странах СНГ, позволило выявить размножение вируса 
в реснитчатых клетках респираторного тракта мышей 
(так же, как и у человека) [11, 14]. Анализируя всю 
вышеприведенную информацию, высоковирулентные 
для мышей штаммы ВГП могут быть использованы 
в экспериментах на мышах для оценки эффективно-
сти разрабатываемых противогриппозных лечебно-
профилактических препаратов и работоспособности 
создаваемых тест-систем. 

Таким образом, все исследованные штаммы ВГП 
по вирулентности для мышей при интраназальном 

и аэрозольном заражении могут быть разделены на 
3 группы: высоковирулентные (ЛД50 и АЛД50 – <3,0 
lg ЭИД50) – A/Chicken/Kurgan/05/2005, A/Chicken/
Crimea/04/2005, A/Chicken/Omsk/06, A/Chicken/
Krasnodar/02/06, A/Chicken/Dagestan/06; средней сте-
пени вирулентности (ЛД50 и АЛД50 – 3,0–4,5 lg ЭИД50) – 
A/Duck/Kurgan/08/2005; авирулентные (ЛД50 и АЛД50 – 
>4,5 lg ЭИД50) – A/Turkey/Suzdalka/Nov-1/2005 и A/
Chicken/Suzdalka/Nov-11/2005. Выявленными первич-
ными клетками-мишенями у мышей, респираторно 
инфицированных ВГП, являются реснитчатые клетки 
воздухоносных путей, пневмоциты 1 и 2-го порядка. 
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Зараженная вирусом гриппа H5N1  
(штамм A/Chicken/Suzdalka/Nov-11/2005) реснитчатая клетка 

эпителия бронха мыши через 1 сут после инфицирования: 
1 – просвет бронха; 2 – цитоплазма реснитчатой клетки;  

3 – базальные тельца ресничек. Белыми стрелками показаны вирусные 
частицы, черными – микроворсинки, серыми – реснички


