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Аннотация. Поддержание штаммов в рабочем состоянии, сохранение их ценных свойств 

являются важными условиями практически любой работы с микроорганизмами – от первичного 

изучения до использования их в производстве различных биопрепаратов. В связи с этим в 

данной статье представлены результаты исследования по освежению штамма возбудителя 

одного из таких инфекционных заболеваний, как вирулентный вирус болезни Ньюкасла (ВБН) в 

развивающиеся куриных эмбрионах (РКЭ) и определение его патогенной активности на 

цыплятах. 

За 9 лет хранения биологическая активность штамма «Т-53» ВБН снизилась до               1,74 

lg ЭИД50/мл. В результате проведенных трех последовательных пассажей в РКЭ биологическая 

активность штамма повысилась до приемлемого уровня, который позволяет длительному 

хранению. Затем наработанная вируссодержащая суспензия (ВСС) лиофилизирована с 

добавлением защитной среды согласно паспортным данным штамма. Качество лиофильно 

высушеного штамма оценено по следующим основным показателям, таким как: внешний вид, 

наличие посторонней примеси, плесени и трещин ампул, наличие вакуума,  растворимость, 

концентрации водородных ионов, массовая доля влаги, стерильность в отношении 

бактериальных, грибковых и микоплазменных контаминантов, биологическая активность и 

патогенность. 

Проверка показала соответствие физико-химических и биологических свойств освеженного 

образца штамма «Т-53» ВБН с данными, заложенными в паспорте штамма. 

Ключевые слова: вирус, штамм, болезнь Ньюкасла, патогенность, освежение, защитная 

среда, лиофилизация. 

 

Введение. Среди инфекционных болезней, наносящих значительный экономический ущерб 

птицеводству, особое место занимает болезнь Ньюкасла (БН) из-за его высокой контагиозности 
[1]. Последние годы вирус болезни Ньюкасла представляет повышенный интерес не только из-за 

высокого потенциала патогенности, но и вследствие обнаружения его онколитической 

способности и использованием в качестве вектора вакцины как для людей, так и для животных 

[2, 3]. 

Вирус болезни Ньюкасла относится к отряду Mononegavirales , семейству Paramyxoviridae , 

подсемейству Paramyxovirinae и роду Avulavirus [4, 5]. Это оболочечный вирус, содержащий 

одноцепочечный РНК-геном с отрицательной полярностью который состоит из 15 200 

нуклеотидов, содержащий шесть генов, кодирующих семь белков [6,7]. Род Avulavirus делится на 

девять серотипов на основе анализов торможения гемагглютинации (РТГА) и торможения 

нейраминидазы. ВБН относится к серотипу 1 птичьих парамиксовирусов [8, 9].   

Вирус относительно стабилен в природе даже при субоптимальной температуре и широком 

диапазоне pH. Однако было замечено, что ВБН становится нестабильным при температуре 56 °C 

[3]. Вирус чувствителен к липидосодержащим веществам, детергентам, формальдегиду и 

окислителям [10].   
С целью применения в обеспечении биологической безопасности страны, в коллекции 

микроорганизмов ТОО «Научно-исследовательский институт проблем биологической 
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безопасности» хранятся и поддерживаются возбудители ряда инфекций, используемые для 

разработки профилактических и диагностических средств против опасных инфекций. Эти 

штаммы микроорганизмов периодически подвергаются проверке остаточной биологической 

активности и по необходимости освежаются на чувствительных системах культивирования. 

Необходимость сохранения оригинальных штаммов вирусов на многие десятилетия без 

изменений их первоначальных свойств как молекулярной, антигенной и генетической 

структуры, иммуногенной потенции, являются важными условиями практически любой работы с 

микроорганизмами от первичного изучения до использования их в производстве различных 

биопрепаратов.  

В связи с этим, освежение и поддержание вирулентного (контрольного) штамма ВБН в 

высокоактивном состоянии является немаловажной частью при производстве вакцинных и 

диагностических препаратов.  

Цель исследования: Восстановление биологических свойств контрольного штамма ВБН 

путем освежения в чувствительной системе культивирования с последующей проверкой его 

физико-химических, биологических свойств на соответствие с паспортными данными. 

Материалы и методы исследования  

Проверка остаточной биологической активности патогенного вируса болезни Ньюкасла и 

его освежение 

Для проведения исследований был использован вирулентный штамм «Т-53» вируса болезни 

Ньюкасла, хранящийся в условиях коллекции в течение 9 лет. В начальном этапе исследования 

определена остаточная биологическая активность штамма методом титрования на 11 сут. РКЭ. 

Для титрования приготовлены разведения штамма вируса по общепринятой методике от 10
-1

 до 

10
-8

 и разведениями вируса заражены в аллантоисную полость (АП) РКЭ в объеме по 0,1 мл. 

Титр вируса оценивали в реакции гемагглютинации (РГА) качественным методом с 

использованием 1 % взвеси эритроцитов петуха [11].  

Освежение штамма проведено на 11 сут. РКЭ путем 3 последовательных пассажей.  

Титр вируса вычисляли по методу Reed L.J. и Muench H.A. 12]. Проверка на контаминацию 

бактериальных, грибковых микрофлор и микоплазм проводили согласно ГОСТ 28085 [13].  

Лиофилизация, технический и биологический контроли освеженного штамма вируса 

болезни Ньюкасла 

До лиофильного высушивания к наработанной освеженной вируссодержащей суспензии 

добавляли защитную среду (обезжиренное молоко КРС) в соотношении 1:1 и разлили по 

ампулам и высушивали. Лиофилизацию проводили в течение 22 - 24 часов в лиофильной 

установке (Labconco, США) в автоматическом режиме при температуре минус 45-50 °С с 

уровнем вакуума в камере лиофильной сушки 25 - 45 Па. После высушивания ампулы запаивали 

при остаточном давлении 15 - 30 Па на карусельно-коллекторном аппарате. Наличие вакуума в 

запаянных ампулах проверяли по ГОСТ 28083–2012, массовой доли влаги  штамма - по ГОСТ 

24061, бактериологический контроль стерильности - по ГОСТ 28085 [13].  

Опыты на цыплятах  

Для оценки патогенных свойств штамма опыты проведены на цыплятах 45 сут. возраста в 

специальных помещениях-вивариях, которые соответствуют условиям биологической 

безопасности (ABSL-2) для окружающей среды и персонала. Перед опытом сыворотки крови 

цыплят были исследованы на наличие вирус нейтрализующих антител против болезни Ньюкасла 

в РТГА с использованием эритроцитов петуха [14]. Патогенность на цыплятах определяли 

методом титрования от 10
-1

 до 10
-9

 разведением вируса на каждое разведения по 4 гол 

серонегативных к вирусу цыплят, которым вирус вводили внутримышечно в область груди по 1 

мл. Содержание инфицированных цыплят проводили в разных боксах вивария в соответствии с 

разведением вируса. В течение опыта ежедневно проводили наблюдение за инфицированными 

цыплятами. При этом внимание обращали на общее состояние цыплят, на наличие клинических 

признаков болезни, аппетит и т.п. Инфекционную активность вируса рассчитывали по методу 

Reed L.J. и Muench H.A. [12] и выражали в lg ЛД50/см
3
. 

Биоэтика 

Все эксперименты на животных проводились в соответствии с требованиями биоэтики по 

работе с лабораторными животными. План эксперимента был утвержден локальной комиссией 

по биоэтике Научно-исследовательского института проблем биологической безопасности 
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(протокол №2 от 25 июня 2024 года). 

Результаты  

Определение остаточной биологической активности и освежение вирулентного штамма 

«Т-53» вируса болезни Ньюкасла  

Остаточную биологическую активность штамма «Т-53» ВБН определяли методом 

титрования вируса на 11 сут. РКЭ. Титр активности вируса определяли в РГА по наличию 

гемагглютининов в аллантоисной жидкости инфицированных эмбрионов. Результаты опыта 

представлены в таблице 1. 

Таблица 1 – Биологическая активность образцов штамма вируса болезни Ньюкасла на 11 

сут РКЭ 

  

Из данных таблицы 1 видно, что за период хранения остаточная биологическая активность 

вирулентного штамма «Т-53» вируса болезни Ньюкасла составила (6,70 ± 0,14) lg ЭИД50/мл с 

гемагглютинирующей активностью 1:256, при исходной биологической активности – 8,44 lg 

ЭИД50/мл. При этом за 9 лет хранения активность штамма снизилось на 1,74 lg.  

С целью освежения штамма вируса было проведено 3 последовательные пассажи на РКЭ 11 

сут. возраста. В результате чего титр вируса повысился до (8,45 ± 0,14) lgЭИД50/мл с 

геммаглютинирущей активностью 1:512. Проверка вируссодержащей суспензии освеженного 

штамма на контаминацию бактериальными, грибковыми микрофлорами и микоплазмами 

показала стерильность в отношении выше указанных контаминантов.  

Для подготовки штамма к долгосрочному хранению, наработанную вирусную суспензию в 

асептических условиях объединили с защитной средой в соотношении 1:1 и лиофилизировали. 

Ампулы с высушенным вирусным материалом запаивали на аппарате при остаточном давлении 

15-30 Па. Запаянные ампулы проверяли визуально на отсутствие трещин и на наличие вакуума 

аппаратом Д'Арсонваля. При этом в ампулах отмечены фиолетовое свечение с потрескивающим 

звуком, что свидетельствовало о наличии вакуума. Растворимость лиофильно высушенного 

штамма вируса на физиологическом растворе хлористого натрия составил 90 сек., а рН среды – 

7,4. Остаточная массовая доля влаги в материале составила 2,6 %. Биологическая активность 

высушенного образца штамма составила (8,23±0,17) lg ЭИД50/мл с титром гемагглютинирующей 

активности 1:512.  

Проверка патогенных свойств освеженного штамма «Т-53» вируса болезни Ньюкасла на 

цыплятах   

Для проверки патогенных свойств освеженного штамма ВБН использовали цыплят 45 сут. 

возраста, которых инфицировали заранее приготовленными на физиологическом растворе 

десятикратными разведениями от 10
-1

 до 10
-9

. Каждое разведение вируса ввели 4 цыплятам 

внутримышечного (в грудную мышцу) по 1 мл. За инфицированными цыплятами вели 

наблюдение в течении 14 сут.  

Результаты титрования вируса на цыплятах представлены в таблице 2.  

Таблица 2 – Патогенная активность освеженного штамма «Т-53» вируса болезни Ньюкасла 

для цыплят    

 

Наименование 

штамма 

Биологическая активность, lg ЭИД50/мл 

исходная по 

паспорту 

 

остаточная  вируссодержащей 

суспензии до 

сушки 

после сушки 

«Т-53» 
8,44± 0,8 

РГА 1:512 

6,70 ± 0,14 

РГА 1:256 

8,45 ± 0,14 

РГА 1:512 

8,23 ± 0,17 

РГА 1:512 

Наименование штамма,  

дата изготовления и 

кол-во пассажа  

В/М заражение цыплят по 1 мл в область грудинки 

(разведение вируса) 

Биолог. 

активн., lg ЛД50  

10
-1

 10
-2 10

-3
 10

-4
 10

-5
 10

-6
 10

-7
 10

-8
 10

-9
 

«Т-53» от 17.07.2024 г. 

 8-пасс. на  РКЭ 
+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

-  + 

-  - 

-  - 

 

   8,25  
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Как видно из данных таблицы 2, что титр патогенной активности освеженного штамма «Т-

53» ВБН на 45 сут. цыплятах составил 8,25 lg ЛД50/мл. При этом цыплята, зараженные 

разведениями вируса от 10
-1

 до 10
-5

 погибли
 
на 6 сут., а остальные цыплята на 7 и 8 сут. У 

зараженных цыплят наблюдались признаки, характерные на болезнь Ньюкасла, как вялость, 

угнетение, отказ от корма и воды, затем они через один день или два погибали (рис. А, Б). На 5 

сутки после заражения у цыплят были взяты смывы из носовой полости и при исследовании 

которых в РГА установлено наличие гемагглютининов с активностью 1:8-1:32, что 

свидетельствовало присутствие вируса в организме инфицированных цыплят. Цыплята, 

зараженные разведением вируса 10
-9

, оставались живыми на протяжении всего срока 

наблюдения. 

 
А - больные цыплята после заражения, Б – гибель цыплят на 6-8 сут. после заражения 

 

 Рисунок. Клиническая картина зараженных штаммом «Т-53» вируса болезни Ньюкасла 

цыплят  

Обсуждение 

В своей работе ученые коллекции микроорганизмов ежедневно сталкиваются с 

потребностью сохранять микроорганизмы в течение длительного времени. Основными целями 

хранения является поддержание штаммов возбудителей инфекционных заболеваний в 

высокоактивной форме и чистоте культур, а также предупреждение изменений их свойств и 

мутаций, т.е. сохранение микроорганизма в состоянии, максимально близком к исходному 

выделенному штамму [15]. В этом случае, процесс лиофилизирование позволяет в течение 

нескольких лет сохранять биологические свойства бактерий, вирусов таких как вирулентность, 

антигенность и культурально-биохимические свойства. Стабилизирует на длительное время 

иммуногенную активность живых микробов и вирусных вакцин, активных и специфичных 

диагностических сывороток, и антигенов, а также обеспечивает стандартность товарного вида 

препаратов и длительное сохранение их биологической активности [16-18].    

Исследуемый штамм «Т-53» вируса болезни Ньюкасла выделен из патологических 

биоматериалов доставленных из Томилинской птицефабрики в Всесоюзном научно-

исследовательскиом институте ветеринарной вирусологии и микробиологии  МСХ СССР в 1991 

год, который используется в качестве антигена входящих в набор препаратов на основе 

моноклональных антител для дифференциальной диагностики болезни Ньюкасла твердофазным 

иммуноферментным методом [19-20], а также используется в качестве контрольного штамма для 

определения напряженности иммунитета у вакцинированных птиц, при разработке вакцины 

против данной инфекции [21-22].  В сяви с этим подержание штамма «Т-53» вируса болезни 

Ньюкасла в высокоактивной форме является одним из основных задач коллекции. При хранении 

штамма вируса в лиофилизированном виде за 9 лет биологическая активность снизилась на 1,74 

lg ЭИД50. Как известно, на длительность сохранения штаммов микроорганизов своих 

иммунобиологических свойств вляют такие факторы как агрегатное состояние биоматериала, 

температура их хранения, состав стабилизирующей среды и др. [23]. Испытанный нами штамм 

«Т-53» вируса болезни Ньюкасла был освежен и изготовлен в 2015 г. с добавлением защитной 

Примечания: 

1 «-» - отрицательный результат; 
              2 «+» - положительный результат. 
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среды, состоящей из обезжиренного молока КРС в соотношении с ВСС 1:1 и хранился при минус 

40 °С, что позволило довольно хорошо сохранить основные биологические свойства штамма за 

период хранения. Результаты наших исследовании по проверке патогенной активности штамма 

на цыплятах свидетельствуют о сохранении после освежения своих основных биологических 

характеристик.   

Заключение 

На основании проведенных исследований можно сделать следующие выводы:  

1. Установлено, что за 9 лет хранения активность штамм «Т-53» вируса болезни Ньюкасла 

снизилось на 1,74 lg, при исходной биологической активности – 8,44 lg ЭИД50/мл. Трехкратное 

пассирование на РКЭ позволило восстановлению исходной активности штамма ((8,23 ± 0,17) lg 

ЭИД50/мл с титром РГА 1:512), уровень которой позволяет длительному хранению без 

освежения; 

2. При оценке патогенных свойств освеженного образца штамма «Т-53» вируса болезни 

Ньюкасла установлено, что титр составляет 8,25 lg ЛД50. У инфицированных цыплят 

наблюдаются клинические признаки болезни, характерные для болезни Ньюкасла. 

3. Освеженный штамм «Т-53» вируса болезни Ньюкасла соответствует параметрам, 

заложенным в паспорте штамма. 
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Аннотация. Бастапқы зерттеуден бастап, әртүрлі биологиялық өнімдерді өндіріске 

қолдануға дейін, штамдарды жұмыс жағдайында ұстау және олардың құнды қасиеттерін сақтау 

микроорганизмдермен кез келген дерлік жұмыстың маңызды шарты болып табылады. Осыған 

байланысты, бұл мақалада дамып кележатқан тауық эмбриондарында (ДТЭ) Ньюкасла ауруы 

вирусы (НАВ) сияқты жұқпалы аурулардың қоздырғыш штамын жаңарту және оның патогендік 

белсенділігін балапандарда анықтау бойынша зерттеу нәтижелері берілген.  

9 жыл сақтау кезінде НАВ-ның Т-53 штамының биологиялық белсенділігі 1,74 lg ЭИД50/мл 

дейін төмендеді. ДТЭ-да қатарынан үш рет пассаждау нәтижесінде штамның биологиялық 

белсенділігі ұзақ сақтауға мүмкіндік беретін қолайлы деңгейге дейін өсті. Содан кейін алынған 

вирусы бар суспензия (ВБС) штамның паспорттық деректеріне сәйкес қорғаныш ортаны қосу 

арқылы лиофилизацияланады. Лиофильді кептірілген штамның сапасы келесі негізгі 

көрсеткіштері: сыртқы түрі, бөгде қоспалардың болмауы, ампулалардың көгеруі және 

жарықтары, вакуумның болуы, ерігіштігі, сутегі иондарының концентрациясы, ылғалдың 

массалық үлесі, бактериялық, саңырауқұлақ және микоплазмалық ластаушылардан тазалығы, 

биологиялық және патогендік белсенділігі бойынша бағаланды. 

Тексеру барысында НАВ-ның Т-53 штамының жаңартылған үлгісі физика-химиялық және 

биологиялық қасиеттері штамм паспортындағы деректерге сәйкестігін көрсетті. 

Негізгі сөздер: вирус, штамм, Ньюкасла ауруы, патогенділік, жаңарту, қорғаныс ортасы, 

лиофилизация. 
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Abstract. The preservation of strain viability and maintenance of their valuable properties are 

critical prerequisites for all stages of microorganism research, ranging from initial characterization to 

their application in the production of various biopreparations. This study investigates the revitalization 

of the virulent Newcastle disease virus (NDV) strain "T-53" in developing chicken embryos (DCE) and 

evaluates its pathogenic activity in chicks. 

After nine years of storage, the biological activity of the "T-53" NDV strain declined to 1.74 lg 

EID50/ml. Following three successive passages in DCE, the biological activity of the strain was 

restored to a level suitable for long-term storage. The virus-containing suspension produced was 

subsequently lyophilized with the addition of a protective medium in accordance with the strain's 

passport specifications. The quality of the lyophilized strain was evaluated using several key 

parameters, including appearance, absence of foreign impurities, mold, and ampoule cracks, presence of 

vacuum, solubility, pH value, moisture content, sterility against bacterial, fungal, and mycoplasmal 

contaminants, biological activity, and pathogenicity. 

The findings confirmed that the physicochemical and biological properties of the revitalized "T-

53" NDV strain correspond to the specifications outlined in its passport, ensuring its suitability for 

further use and long-term preservation. 

Keywords: virus, strain, Newcastle disease, pathogenicity, refreshment, protective environment, 

lyophilization. 
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