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В статье представлены данные эпизоотической ситуации по гриппу птиц (ГП) в России и 

в мире для общей оценки рисков возникновения вспышек ГП у КРС на территории России, а 
также результаты проверки эффективности методов выделения РНК-вируса из молока для мо-
лекулярной диагностики. Отмечена тенденция глобального роста числа вспышек ГП не толь-
ко среди птиц, но и млекопитающих, включая человека. Особую обеспокоенность у научного 
сообщества вызвала вспышка высокопатогенного вируса гриппа птиц (ВПГП) подтипа H5N1 
среди КРС в США, зарегистрированная в феврале 2024 г. С начала нотификации общее число 
инфицированных животных превысило 80 гол. В данной ситуации потенциальную угрозу для 
здоровья людей создает наличие вируса в высоких концентрациях в коровьем молоке. Иссле-
дование проведено в 2024 г. Для описания эпизоотической картины вируса ГП использованы 
данные о вспышках ВПГП из Всемирной системы информации о здоровье животных. Прове-
дены лабораторные исследования с использованием коммерческих наборов, предназначенных 
для экстракции РНК из биологического материала на основе сорбции нуклеиновых кислот на 
поверхности силикагеля и магнитной сепарации, доступных на российском рынке. Эффектив-
ность выделения РНК оценивали методом полимеразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР) в режиме реального времени. Данные эпизоотической ситуации по ГП 
свидетельствуют о необходимости тщательного мониторинга распространения вируса среди 
птиц и млекопитающих. Несмотря на низкий риск выявления гриппа А среди КРС в России, 
необходимо поддерживать высокий уровень готовности к проведению диагностических иссле-
дований. Для исследования молока на ГП оптимальный результат показал коммерческий набор 
для выделения РНК на основе магнитной сорбции с последующей обратной транскрипцией 
коммерческим набором «РЕВЕРТА-L» и ПЦР в режиме реального времени по протоколу FLI, 
Германия (Институт Фридриха Лёффлера).
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The article presents data on the epizootic situation of avian influenza (AI) in Russia and in the 

world for the general assessment of the risks of outbreaks of AI in cattle in Russia, as well as the 
results of testing the effectiveness of the methods of virus RNA isolation from milk for molecular di-
agnostics. There has been a trend of a global increase in the number of AI outbreaks not only in birds 
but also in mammals, including humans. Of particular concern to the scientific community is the out-
break of highly pathogenic avian influenza virus (HPAI) subtype H5N1 in cattle in the United States 
reported in February 2024. Since notification began, the total number of infected animals has exceeded 
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80 animals. In this situation, the potential threat to human health is posed by the presence of the virus 
in high concentrations in cow's milk. The study was conducted in 2024. Data on the AI outbreaks from 
the World Animal Health Information System were used to describe the epizootic pattern of the HPAI 
virus. Laboratory studies have been conducted using commercial kits designed for RNA extraction 
from biological material based on nucleic acid sorption on silica gel surface and magnetic separation 
available on the Russian market. The efficiency of RNA isolation was evaluated by real-time reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) method. The data of the epizootic situation on AI 
indicate the need for careful monitoring of the virus spread among birds and mammals. Despite the 
low risk of Influenza A detection among cattle in Russia, it is necessary to maintain a high level of 
preparedness for diagnostic tests. A commercial kit for RNA isolation based on magnetic sorption 
followed by reverse transcription with a commercial kit “REVERTA-L” and RT-PCR according to 
FLI protocol, Germany (Friedrich Loeffler Institute) showed optimal results for milk testing for AI.
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ВВЕДЕНИЕ

В 2020-е годы во всем мире наблюдается 
рост числа вспышек гриппа птиц (ГП), затра-
гивающих не только диких и домашних птиц, 
но и млекопитающих, включая человека1 [1]. 

Несмотря на предпринимаемые меры 
биобезопасности, вспышки гриппа птиц 
представляют серьезную угрозу для пти-
цеводческих предприятий [2], в последнее 
время – и для молочных ферм, что связано с 
участившимися случаями выявления высо-
копатогенного гриппа А и его способностью 
к антигенному дрейфу и шифту, ведущим к 
повышению вирулентности, патогенности и 
преодолению межвидового барьера [3].

В феврале 2024 г. в СМИ появилась ин-
формация о выявлении вируса ГП у крупного 
рогатого скота в США [4]. Вспышка высоко-

патогенного вируса гриппа птиц (ВПГП) под-
типа H5N1 была зарегистрирована у живот-
ных в штатах Техас, Канзас и Нью-Мексико2. 
Предполагается, что источником инфекции 
послужили дикие птицы [5]3. В настоящее 
время заражение подтверждено более чем у 
80 гол. крупного рогатого скота в 11 штатах 
США4.

Особую обеспокоенность научного со-
общества вызывает высокая концентрация 
вируса (высокие титры) в коровьем молоке 
от зараженных особей. Это открытие пред-
ставляет потенциальную угрозу для здоровья 
населения, в первую очередь для работников 
фермерских хозяйств, контактирующих с ин-
фицированными животными и продуктами 
их жизнедеятельности. Возникает вопрос о 
потенциальной возможности передачи H5N1 

1Avian Influenza // World Organisation for Animal Health . URL: https://www.woah.org/en/disease/avian-influenza/ (дата об-
ращения: 20.06.2024).

2Bird Flu Spreads to Dairy Cows  // The New York Time . URL: https://www.nytimes.com/2024/03/25/science/bird-flu-cows-
milk.html (дата обращения: 20.06.2024).

3A person in Texas caught bird flu after exposure to cows that were thought to be ill  // NPR . URL: https://www.npr.
org/2024/03/31/1241897770/bird-flu-dairy-cows-idaho-kansas-texas-michigan-new-mexico (дата обращения: 18.06.2024)

4Cattle in eleven US states with outbreaks of avian flu H5N1  // MercoPress . URL: https://en.mercopress.com/2024/06/10/cattle-
in-eleven-us-states-with-outbreaks-of-avian-flu-h5n1 (дата обращения: 18.06.2024).
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человеку через потребление зараженных мо-
лочных продуктов [6]5. Управление по са-
нитарному надзору за качеством пищевых 
продуктов и медикаментов США (FDA) под-
твердило наличие фрагментов генетического 
материала ВПГП в некоторых образцах па-
стеризованного молока6. 

Несмотря на то, что на данный момент 
риск инфицирования людей оценивается как 
низкий, выявление фрагментов РНК вируса 
в пастеризованной продукции вызывает се-
рьезные опасения7.

Имеются сообщения о заражении чело-
века вирусом гриппа A (H5N1). Националь-
ный координационный центр по гриппу Со-
единенных Штатов Америки (NFP) 1 апреля 
2024 г. проинформировал Всемирную ор-
ганизацию здравоохранения (ВОЗ) о лабо-
раторно подтвержденном случае заражения 
человека вирусом гриппа A (H5N1). У паци-
ента, имевшего в анамнезе контакт с инфици-
рованным вирусом крупным рогатым скотом, 
симптомы заболевания развились 27 марта. 
На данный момент этот случай заражения 
человека вирусом A (H5N1) является единич-
ным. Учитывая отсутствие мутаций вируса, 
способствующих передаче от человека чело-
веку, ВОЗ оценивает риск для населения как 
низкий.  В то же время, для лиц, контактиру-
ющих с больными животными в профессио-
нальной деятельности, риск заражения оце-
нивается как низкий и умеренный7.

Важно отметить, что вспышки ВПГП среди 
млекопитающих, в том числе и среди крупного 
рогатого скота, создают благоприятные усло-
вия для мутации вируса [7]8. В сложившейся 

ситуации крайне важно усилить мониторинг 
циркуляции ВПГП как среди диких и домаш-
них птиц, так и среди сельскохозяйственных 
животных. Своевременная и эффективная ди-
агностика играет ключевую роль в сдержива-
нии распространения инфекции [8]9.

Цель исследования – верификация россий-
ских коммерческих наборов для выделения 
нуклеиновых кислот на возможность прове-
дения экстракции РНК-вируса гриппа А из 
цельного коровьего молока для дальнейшей 
диагностики ВГПА методом ПЦР в режиме 
реального времени.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Данное исследование проводилось на базе 
Федерального исследовательского центра ви-
русологии и микробиологии (ФИЦВиМ) в 
2024 г. Для отображения эпизоотической си-
туации по ВГП использовались данные Все-
мирной организации здравоохранения жи-
вотных (ВОЗЖ) за 2023, 2024 гг. С помощью 
программы ArcGIS 10.6.1 были построены 
карты, визуализирующие распространение 
вируса ГП в мире и на территории Россий-
ской Федерации.

Все экспериментальные работы осущест-
вляли в соответствии с СанПиН 3.3686-2110. 
Исследования проводили в двух отдельных по-
мещениях (зонах) согласно МУ 1.3.2569-0911.

В экспериментальной части исследования 
использовали свежее цельное коровье моло-
ко от частного производителя, прошедшее 
только первичную обработку (фильтрацию и 
охлаждение). Для моделирования заражения 
использовали инактивированный препарат 

5H5N1 Bird Flu Isn’t a Human Pandemic—Yet. American Contrariness Could Turn It into One  // Scientific American. URL: 
https://www.scientificamerican.com/article/h5n1-bird-flu-isnt-a-human-pandemic-yet/ (дата обращения: 10.06.2024).

6Avian influenza virus type A (H5N1) in U.S. dairy cattle. AVMA: June 11, 2024  // FluTrackers.com . URL: https://flutrackers.
com/forum/forum/united-states/h5n1-tracking-af/991913-avian-influenza-virus-type-a-h5n1-in-u-s-dairy-cattle-avma-june-11-2024 
(дата обращения: 20.06.2024).

7Avian Influenza A(H5N1) - United States of America  // World Health Organisation . URL: https://www.who.int/emergencies/
disease-outbreak-news/item/2024-DON512 (дата обращения: 17.06.2024).

8H5N1 influenza outbreak in Texas dairy cattle sparks multi-species transmission concerns  // NEWS MEDICAL . URL: https://
www.news-medical.net/news/20240611/H5N1-influenza-outbreak-in-Texas-dairy-cattle-sparks-multi-species-transmission-con-
cerns.aspx (дата обращения: 20.06.2024).

9The ongoing avian influenza outbreak in the United States  // The Poultry Site . URL: https://www.thepoultrysite.com/
news/2024/05/the-ongoing-avian-influenza-outbreak-in-the-united-states (дата обращения: 17.06.2024).

10Об утверждении санитарных правил и норм СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требования по про-
филактике инфекционных болезней»  // Электронный фонд правовых и нормативно-технических документов. URL: https://
docs.cntd.ru/document/573660140/ (дата обращения: 18.06.2024).

11Методические указания (МУ 1.3.2569-09)  // Электронный фонд правовых и нормативно-технических документов . 
URL: https://docs.cntd.ru/document/1200077791 (дата обращения: 18.06.2024).
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аллантоисной жидкости куриных эмбрионов, 
содержащий РНК вируса гриппа птиц подти-
па H2N3. Контаминацию проводили путем 
смешивания РНК-содержащего материала с 
молоком в различных соотношениях. Анало-
гичное смешивание проводили с водой в ка-
честве контрольной группы (см. табл. 1).

Для валидации использовали часто приме-
няемые в ветеринарной лабораторной прак-
тике и доступные на российском рынке ком-
мерческие наборы для выделения нуклеино-
вых кислот на основе магнитной сепарации 
и нуклеосорбции на силикагеле. Выделение 
РНК из полученных образцов проводили в 
соответствии с инструкциями производите-
лей выбранных коммерческих наборов. 

Обратную транскрипцию выделенной 
РНК осуществляли с использованием ком-
мерческого набора «РЕВЕРТА-L» в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. 
Полимеразную цепную реакцию с детекци-
ей результатов в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ) проводили согласно верифициро-
ванным протоколам, рекомендованным Ин-
ститутом Фридриха Лёффлера (FLI, Герма-
ния) [9]. В соответствии с данным протоко-
лом использовали праймеры и зонд, готовую 
реакционную смесь для ПЦР (5X qPCRmix-
HS) и деионизированную воду, не содержа-
щую нуклеаз. Амплификацию проводили на 
приборе CFX96 (Bio-Rad, США) с детекцией 
сигнала в канале FAM, используя темпера-
турно-временной режим, представленный в 
табл. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Эпизоотическая ситуация по гриппу птиц 
в мире за последнее время значительно из-
менилась в сторону сохранения устойчивого 
неблагополучия среди дикой орнитофауны 
и увеличения генетического разнообразия 
циркулирующих штаммов вируса, создавая 
угрозу риска заноса вируса в птицеводческие 
предприятия [10–12]. 

Следует отметить, что за 2023 г., согласно 
информации, представленной через Всемир-
ную систему информации о здоровье живот-
ных (WAHIS) ВОЗЖ, было выявлено более 
5500 случаев заболевания среди домашних 
и диких птиц, а также включая некоторые 
виды млекопитающих (см. рис. 1). С 2023 г. 
ВПГП затронул 10 новых стран и террито-
рий в Латинской Америке и Антарктическом 
регионе: Боливия, Коста-Рика и Гватемала 
(январь 2023 г.); Аргентина, Куба и Уругвай 
(февраль 2023 г.); Бразилия и Парагвай (май 
2023 г.); Фолклендские острова, Южная Геор-
гия и Южные Сандвичевы острова (октябрь 
2023 г.); две новые страны в Африке: Гамбия 
(март 2023 г.) и Мозамбик (сентябрь 2023 г.). 
По последним данным начиная с 2021 г. ви-
рус ГП поразил более чем 25 отрядов птиц и 
около 40 новых видов млекопитающих.

В период с 1 января по 17 июня 2024 г. за-
регистрировано более 890 новых вспышек 
заболевания ГП (см. рис. 2). Распространение 
ГП на сегодняшний день достигло небывало-
го уровня. Зафиксирован случай заражения 
ГП южнополярного поморника вблизи антар-
ктической исследовательской станции «При-
мавера» на материковой части Антарктиды. 

Табл.  1 .  Соотношения объема вирусного 
материала и молока/воды при моделировании 
заражения
Table 1.  Viral material and milk/water volume 
ratios in infection modeling

Номер  
образца

Объем РНК-содержащего 
материала (мкл)

Объем молока 
(мкл)

1 25 75
2 10 90
3 5 95

Номер  
образца

Объем РНК-содержащего 
материала (мкл)

Объем воды 
(мкл)

4 25 75
5 10 90
6 5 95

Табл.  2 .  Температурно-временной режим 
амплификации
Table 2.  Temperature-time profile for 
amplification

Температурно-временной режим 
амплификации

Число 
циклов

95 ºС – 1 мин 1
95 ºС – 15 с
56 ºС – 20 с, детекция FAM 45
72 ºС – 30 с 
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Рис. 1. Вспышки ГП в мире в 2023 г. (ArcGIS Desktop 10.6.1)
Fig. 1. Avian influenza outbreaks worldwide in 2023 (ArcGIS Desktop 10.6.1)

Рис. 2. Вспышки ГП в мире в 2024 г. (ArcGIS Desktop 10.6.1)
Fig. 2. Avian influenza outbreaks worldwide in 2024 (ArcGIS Desktop 10.6.1)
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Обнаружение вируса у представителей 
данного вида вызывает особые опасения, по-
скольку южнополярные поморники соверша-
ют дальние миграции в более северные широ-
ты вне гнездового периода, что может способ-
ствовать распространению вируса на новые 
территории.

Для Российской Федерации риск распро-
странения вируса среди дикой и домашней 
птицы остается критически высоким, в то вре-
мя как вероятность инфицирования млекопи-
тающих оценивается как низкая (см. рис. 1, 2). 
Существуют также опубликованные данные о 
выявлении ГП H3N2 от крупного рогатого ско-
та, перенесшего респираторное заболевание в 
СССР в 1960-е и 1970-е годы [13]. В связи с 
этим необходимо обеспечить готовность лабо-
раторий к проведению исследований на нали-
чие РНК вируса гриппа А в образцах молока.

Ранее проводились исследования молока 
на наличие других РНК-содержащих виру-
сов. Установлено, что для выделения РНК из 
сырого молока могут быть использованы раз-
личные методы, демонстрирующие разную 
эффективность. Например, при сравнении 
трех вариантов пробоподготовки и выделении 
РНК с помощью набора QIAamp Viral RNA 

Mini Kit (Qiagen) было показано, что наи-
лучшие результаты достигаются при исполь-
зовании стандартного протокола выделения 
(без модификаций) или при предварительном 
центрифугировании молока при 4 °C и 6000 g 
в течение 10 мин [13]. В другом исследова-
нии, сравнивавшем эффективность наборов 
QIAzol + miRNeasy Mini Kit (Q), TRIzol  + 
RNA Clean and Concentrator Kit (Tri+RCC), 
TRIzol LS + RCC (TLS+RCC) и экстракцию 
на основе фенола, и TRIzol LS (TLS), наи-
большую эффективность продемонстрировал 
набор Trizol LS [14].

В настоящее время в Российской Федерации 
одними из наиболее доступных по цене и каче-
ству являются наборы для выделения РНК с ис-
пользованием различных нуклеосорбентов, та-
ких, как магнитные частицы и силикагель. [15]. 
Данные наборы были протестированы на искус-
ственно контаминированных образцах молока и 
воды. Результаты амплификации представлены  
на рис. 3, 4.

Анализ полученных данных показал, что 
использование набора для выделения РНК, 
основанного на принципе магнитной сепара-
ции, приводит к более ранней детекции целе-
вой последовательности во всех типах образ-

Well Fluor Taget Content Sample Cq
A01 FAM AIV Unkn 1 22.64
A02 FAM AIV Unkn 2 26.84
A03 FAM AIV Unkn 3 27.86
A05 FAM AIV Nеg Ctrl N/A
A07 FAM AIV Unkn 4 20.70
A08 FAM AIV Unkn 5 21.24
A09 FAM AIV Unkn 6 21.34
A11 FAM AIV Nеg Ctrl N/A
G03 FAM AIV Nеg Ctrl N/A
G10 FAM AIV Pos Ctrl 25.58

Рис. 3. Результаты амплификации выделенных образцов с использованием коммерческого набора на 
основе магнитной сепарации. 
1 – образец с объемом вируса 25 мкл и молока 75 мкл; 2 – образец с объемом вируса 10 мкл и молока 90 мкл; 
3 – образец с объемом вируса 5 мкл и молока 95 мкл; 4 – образец с объемом вируса 25 мкл и воды 75 мкл;  
5 – образец с объемом вируса 10 мкл и воды 90 мкл; 6 – образец с объемом вируса 5 мкл и воды 95 мкл;  
К+ – положительный контроль к-ДНК вируса H2N3
Fig. 3. Results of amplification of the isolated samples using a commercial kit based on magnetic separation.
1 – sample with 25 µL of virus and 75 µL of milk; 2 – sample with 10 µL of virus and 90 µL of milk; 3 – sample with 
5 µL of virus and 95 µL of milk; 4 – sample with 25 µL of virus and 75 µL of water; 5 – sample with 10 µL of virus 
and 90 µL of water; 6 – sample with 5 µL of virus and 95 µL of water; K+ – positive control cDNA of H2N3 virus
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цов по сравнению с набором, использующим 
силикагелевый сорбент. Этот результат может 
свидетельствовать о более высокой эффектив-
ности выделения РНК набором с магнитной 
сорбцией. Важно отметить, что при использо-
вании набора с модифицированным силикаге-
лем для выделения РНК из образцов молока  
детекция целевой последовательности была 
затруднена. Только в двух из трех образцов 
удалось добиться положительного результата 
ПЦР. Недостаточная эффективность экстрак-
ции РНК набором на основе сорбции нукле-
иновых кислот на поверхности силикагеля, 
особенно в присутствии компонентов молока, 
возможно связана с наличием в молоке инги-
биторов ПЦР, которые не были эффективно 
удалены в процессе выделения РНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Данные эпизоотической ситуации по ГП 
свидетельствуют о необходимости тщатель-
ного мониторинга распространения вируса 
как среди диких и домашних птиц, так и сре-

ди млекопитающих. Несмотря на то что ри-
ски выявления гриппа А среди КРС на терри-
ториях Российской Федерации оцениваются 
как низкие, необходимо поддерживать готов-
ность к проведению качественной и быстрой 
диагностики.

В ходе исследования на предмет экстрак-
ции генетического материала возбудителя в 
образцах молока, высокую эффективность 
продемонстрировал коммерческий набор для 
выделения РНК на основе магнитной сепа-
рации с последующей обратной транскрип-
цией коммерческим набором «РЕВЕРТА-L»  
и   ПЦР в режиме реального времени по про-
токолу FLI (Германия).

Выбор оптимального метода выделения 
РНК из молока является важным этапом ис-
следования, при этом необходимо учитывать 
возможные факторы, влияющие на эффек-
тивность выделения, такие как методы про-
боподготовки и условия хранения образцов.

Well Fluor Taget Content Sample Cq
A01 FAM AIV Unkn 1 32.28
A02 FAM AIV Unkn 2 34.18
A03 FAM AIV Unkn 3 N/A
A05 FAM AIV Nеg Ctrl N/A
A07 FAM AIV Unkn 4 22.19
A08 FAM AIV Unkn 5 23.29
A09 FAM AIV Unkn 6 26.48
A11 FAM AIV Nеg Ctrl N/A
G05 FAM AIV Nеg Ctrl N/A
G10 FAM AIV Pos Ctrl 25.58

Рис. 4. Результаты амплификации выделенных образцов с использованием коммерческого набора на 
основе нуклеосорбции на поверхности модифицированного силикагеля. 
1 – образец с объемом вируса 25 мкл и молока 75 мкл; 2 – образец с объемом вируса 10 мкл и молока 90 мкл; 
3 – образец с объемом вируса 5 мкл и молока 95 мкл; 4 – образец с объемом вируса 25 мкл и воды 75 мкл;  
5 – образец с объемом вируса 10 мкл и воды 90 мкл; 6 – образец с объемом вируса 5 мкл и воды 95 мкл;  
К+ – положительный контроль к-ДНК вируса H2N3 
Fig. 4. Results of amplification of the isolated samples using a commercial kit based on nucleosorption on 
the surface of the modified silica gel. 
1 – sample with 25 µL of virus and 75 µL of milk; 2 – sample with 10 µL of virus and 90 µL of milk; 3 – sample with 
5 µL of virus and 95 µL of milk; 4 – sample with 25 µL of virus and 75 µL of water; 5 – sample with 10 µL of virus 
and 90 µL of water; 6 – sample with 5 µL of virus and 95 µL of water; K+ – positive control cDNA of H2N3 virus
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