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COMPREHENSIVE DIAGNOSIS OF NEWCASTLE DISEASE 
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Возбудители вирусных болезней птиц широко 

распространены в природе. Использовали патоло-
гический материал от павших птиц с клиническими 
признаками болезни Ньюкасла для выделения ви-
руса. Для подтверждения диагноза применяли 
серологические и молекулярно-биологические 
методы диагностики. В лабораторных условиях 
был проведен анализ сывороток крови от больных 
животных на наличие антител против вируса бо-
лезни Ньюкасла методом ИФА. Методом поли-
меразной цепной реакции были исследованы ма-
териалы от больных кур для идентификации виру-
са. Обнаружение возбудителя вируса дает воз-
можность поставить соответствующий диагноз на 
болезнь Ньюкасла. Получили специфические 
фрагменты ПЦР-продукта, которые дали 356 п.н. 
вирусного генома вируса Ньюкасла. Для профи-

лактики болезни Ньюкасла владельцы птицы 
должны выполнять необходимые ветеринарно-
санитарные требования по содержанию и уходу 
за ними. 

 
Keywords: Newcastle disease, comprehensive 

diagnosis, serology, ELISA, hemagglutination, mo-
lecular biological methods, polymerase chain reac-
tion (PCR), chicken, pathological material. 

 
The causative agents of viral disease in birds are 

widespread in nature. We used the pathological 
material from dead birds with clinical signs on New-
castle disease for virus isolation. To confirm the di-
agnosis, the serological and molecular biological 
methods of diagnosis were used. Under laboratory 
conditions, the serum samples from sick animals were 
tested by ELISA for the presence of antibodies to 
Newcastle disease virus. Polymerase chain reaction 
was used to investigate the material from sick chick-
ens to identify the virus. The detection of the virus 
enables to diagnose Newcastle disease. We ob-
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tained specific fragments of the PCR product that 
gave the 356 bps of Newcastle virus viral genome. 
To prevent Newcastle disease in poultry, the owners 

should follow the necessary veterinary and sanitary 
requirements of poultry management. 
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Введение 
Болезнь Ньюкасла (лат. — morbus Newcastl; 

англ. — Newcastle disease; псевдочума, ати-
пичная чума, азиатская чума, псевдоэнцефа-
лит, болезнь Дойля, болезнь Филарета, бо-
лезнь Ранкхета, брауншвейгская чума; нью-
каслская болезнь, БН) — высококонтагиозная 
болезнь птиц из отряда куриных, проявляю-
щаяся поражением органов дыхания, желу-
дочно-кишечного тракта и центральной нерв-
ной системы. 

В настоящее время болезнь Ньюкасла ши-
роко распространена во многих странах 
Евразии, Африки и Америки и только в стра-
нах Океании болезнь не регистрируется [1]. 
В Европе в течение 80-х годов наблюдались 
только редкие спорадические вспышки забо-
левания [2]. Однако после 1991 г. произошла 
серия вспышек болезни, поразивших птицу в 
Бельгии, Нидерландах, Люксембурге, Герма-
нии, Испании, Мальте и Франции [3]. Крупная 
эпизоотия болезни Ньюкасла прошла в Евро-
пе в 1993-1994 гг., где было зарегистрирова-
но 390 неблагополучных пунктов только в 
Германии. Там же в 1996 г. было зафиксиро-
вано 69 случаев возникновения болезни Нью-
касла, а в 1997 г. — 79 случаев. По данным 
Международного эпизоотического бюро 
(МЭБ) в 1999 г. в мире было зарегистриро-
вано 2709 вспышек заболевания НБ [4, 5]. В 
СССР болезнь Ньюкасла впервые появилась 
на территории Украины, Белоруссии, Молда-
вии во время Второй мировой войны. В пер-
вых сообщениях отечественных учёных это 
заболевание описывалось под названием чу-
мы птиц. Однако дальнейшие исследования 
показали, что инфекция отличается от клас-
сической чумы птиц и является идентичной 
ранее описанной БН [6, 7]. 

По данным Государственной инспекции по 
ветеринарной и фитосанитарной безопасно-
сти при Правительстве Кыргызской республи-
ки за последние десять лет регистрируются 
случаи заболеваемости птиц болезнью Нью-
касла. В соответствии с планом вакцинации 
против особо опасных инфекций все птице-
фабрики и частные птицехозяйства проводят 
массовые плановые вакцинации против бо-
лезни Ньюкасла вакцинами штаммов Н и Ла-
Сота конъюнктивальным или аэрозольным 
методами. 

Цель исследования — проведение ком-
плексной диагностики болезни Ньюкасла с 
применением серологических и молекулярно-
биологических методов диагностики. 

 
Объекты и методы 

Научно-исследовательская работа началась 
с лабораторной диагностики патологических 
материалов от больных птиц. Больные птицы 
были выявлены в частном хозяйстве Иссык-
Атинского района. В закрытом помещении, 
где не было доступа для мелких птиц и дру-
гих видов животных, начали болеть куры в 
возрасте 6-14 мес. У больных кур наблюда-
лись угнетение, отсутствие аппетита, малопо-
движность и снижение яйценоскости. 

Из 432 кур выявили 6 больных, которых 
отделили в отдельное изолированное поме-
щение до установления причины заболевания. 
От больных кур были взяты смывы из трахеи 
и пробы крови для серологических исследо-
ваний. 

В лабораторных условиях был проведен 
анализ сывороток крови от больных живот-
ных на наличие антител против вируса болез-
ни Ньюкасла методом ИФА.  
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Материалы, используемые для ИФА: 
плашки, реагент конъюгата, таблетки суб-
страта, реагенты буферного субстрата, стоп 
раствор, образцы реагентов разбавителей, 
промывочный буфер, отрицательный кон-
троль, положительный контроль, мерная пи-
петка, одноразовые наконечники, 8-ка-
нальные пипетки, дистиллированная или де-
ионизированная вода, микротитровальный 
планшет-ридер с 405 нм фильтром, микро-
титрационные плашки с шайбой, NDV ELISA 
KIT, BioChek, UK Ltd. Co., фирма BIO-LAB. 

Вирусы были выделены из мозга, трахеи, 
печени и селезенки с помощью стандартных 
методов выделения вируса в куриные эмбри-
оны.  

Для постановки РГА применяли следующие 
ингредиенты: эритроциты, агглютинированные 
данным вирусом, гемагглютинирующий ви-
русный антиген, испытуемые сыворотки, 
стандарт антител (референс-сыворотка им-
мунного животного). Аллантоисную жидкость 
проверяли на содержание вируса путем аг-
глютинации куриных эритроцитов на стекле (и 
в пробирках — титрование вируса).  

Были использованы куриные эмбрионы 9-
11-дневного возраста для инокуляции вирус-
содержащим материалом. Инокулированные 
яйца каждые 24 ч проверялись на жизнеспо-
собность эмбриона. Яйца, содержащие 
мертвый эмбрион, помещались в холодиль-
ник. В течение 4 дней все яйца, включая яйца, 
содержащие живой эмбрион, были охлажде-
ны до +4°С в течение ночи. Из яиц собирали 
аллантоисную жидкость и проверяли в реак-
ции гемагглютинации (РГА) на его способ-
ность гемагглютинации куриных эритроцитов. 
Качественную оценку РГА проводили в бал-
лах от «+» до «+++». 

Для выделения вируса использовали моле-
кулярно-биологический метод диагностики 
ПЦР. 

ПЦР с обратной транскрипцией (RT-PCR): 
прямой (5'-GCA GCA GCT GGG GTG ATT 
GT-3', нуклеотидная позиция 158-177) и об-
ратный (5'-TCT TTGAGCAGGAGGATGTTG-3', 
нуклеотидная позиция 513-493) наборы прай-
меров олигонуклеотидов были использованы 
для амплификации 356 п.н., соответствующих 
ампликонов активации, сайт расщепления ге-
на NDV-F. Обратную транскрипцию и ПЦР-
амплификации с последующим QIAamp од-
ним шагом процедуры RT-PCR (Qiagen).  
50 мкл в общей сложности смеси реакции 
получали с использованием 10 мкл 5X Qiagen 
RT-PCR буфера, 2 мкл дНТФ, 10 мкл 5X Q-
раствора, 6 мкл 5 мкМ F и R праймеров 
каждый, 2 мкл смесь фермента, 0,5 мкл 20U 
мкл-1 ингибитор РНКазы, 9 мкл H2O и MQ 
100 мкг РНК вируса. Трехступенчатый метод 
амплификации 35 циклов, запрограммиро-
ванных ПЦР машиной (9800 Fast термоцик-

лер), использовали для кДНК-амплификации 
следующим образом: 50°С в течение 30 мин. 
(с обратной транскрипцией), 72°С в течение 
15 мин. (начальной активации ПЦР),  
3-ступенчатая езда на велосипеде 94°С в те-
чение 45 с (денатурация) 58°С в течение 45 с 
(отжиг) 72°С в течение 45 с (расширение) и 
72°С в течение 5 мин. (конечным удлинени-
ем). 

Результаты и их обсуждение 
Полученные данные ИФА при исследова-

нии сывороток крови больных кур на наличие 
специфических антител к вирусу Ньюкасла 
показали, что титр антител варьирует от 
1:128 до 1:512 (табл. 1). Учитывая тот факт, 
что животные ранее не были вакцинированы, 
можно предполагать, что специфические ан-
титела к вирусу Ньюкасла были выработаны 
на действие патогенного антигена. 

Таблица 1 
Результаты исследований на наличие антител  

к вирусу болезни Ньюкасла в ИФА 
 

№ 
образца

Вид  
животного

Возраст, 
мес. 

Результат

1 курица 6 1:128 
2 курица 6,5 1:256 
3 курица 6 1:256 
4 курица 14 1:512 
5 курица 10 1:128 
6 курица 8 1:128 

 
Из данных таблицы 1 также можно 

наблюдать, что у самой взрослой курицы 
(14 мес.) наблюдается самый высокий титр 
антител. Следовательно, организм данного 
животного не был устойчив к воздействию 
патогенного вируса, несмотря на предпола-
гаемый иммунитет во взрослом организме, и 
вирус может поражать как взрослых птиц, 
так и молодняк. По клиническим признакам 
данные животные особых различий не имели. 

Для более глубокого исследования у 2 кур 
взяли образцы внутренних органов, прибег-
нув к вынужденному забою.  

По результатам РГА было установлено, 
что во всех органах содержится патогенный 
вирус, вызвавший заболевание у птиц, но для 
идентификации вируса этого было недоста-
точно (табл. 2). 

Таблица 2 
Результаты исследований РГА 

 
№ образца Результат в титрах 

Исследуемый 
материал 

мозг трахея печень селезенка

1 1:32 1:64 1:64 1:128 
2 1:16 1:32 1:128 1:128 
3 1:16 1:32 1:128 1:128 
4 1:32 1:128 1:128 1:256 
5 1:8 1:32 1:128 1:128 
6 1:32 1:64 1:128 1:128 
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Методом полимеразной цепной реакции 
были исследованы материалы от больных кур 
для идентификации вируса (рис.).  

 

 
Рис. Электрофореграмма продукта  

амплификации вируса Ньюкасла  
(образец №1): m — маркер 100-1000 п.н.;  

К- — отрицательный контроль;  
К+ — положительный контроль; 1 — мозг;  

2, 3, 4 — печень;  
5, 6 — селезенка; 7, 8, 9 — трахея 
 

Специфические фрагменты ПЦР-продукта 
дали 356 п.н. для вирусного генома вируса 
Ньюкасла, они были выявлены в мозге, пече-
ни, селезенке и трахее.  

 
Заключение 

За последние годы все большее значение 
в диагностировании болезни Ньюкасла птиц 
приобретают лабораторные методы исследо-
вания. Болезнь Ньюкасла остается одним из 
основных вирусных заболеваний среди птиц. 
В результате проведения РГА и ИФА было 
установлено, что во всех органах содержится 
патогенный вирус, вызвавший заболевание у 
птиц.  

Результаты ИФА при исследовании сыво-
роток крови больных кур на наличие специ-
фических антител к вирусу болезни Ньюкасла 
выявили у 6 больных кур, где титр антител 
варьирует от 1:128 до 1:512. Птицы ранее не 
были вакцинированы, и специфические анти-
тела к БН были выработаны на основе дей-
ствия патогенного антигена БН. 

Для дальнейшего подтверждения анализа 
применили полимеразную цепную реакцию 
на наличие РНК в вирусном материале.  

Учитывая результаты исследований специ-
фических фрагментов нуклеиновых кислот 
вируса БН, можно сделать вывод, что на 
данной птицеферме циркулировал вирус БН. 
После выделения нуклеиновых кислот на 
электрофореграмме видно, что амплификат 
выявлен на уровне 356 п.н. Этому свидетель-
ствует распространение вируса по всем жиз-
ненно важным органам больных птиц.  

Для профилактики болезни Ньюкасла вла-
дельцы птицы должны выполнять необходи-
мые ветеринарно-санитарные требования по 
содержанию и уходу за ними. Два раза в год 
дезинфицировать с профилактической целью 

птичники. Всю вновь завозимую птицу необ-
ходимо в течение месяца содержать изоли-
рованно от остального поголовья. 
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