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Abstract. The information on virology surveillance of orthomyxo- and morbilliviruses circulation among seals 

in the Kazakh part of Caspian sea since 2007 until 2014 are presented in this paper. Virological and serological data 
about influenza A virus subtypes H4N6 and H7N7 circulation among Caspian seals are given. The fact of morbil-
liviruses circulation in population of Caspian seals in 2008 is described. The close relatedness of morbillivirus 
interepizootic variant CDV/Caspian seal/KZ/2008 to epizootic strains isolated during seal mass die-offs in 1997 and 
2000 by phosphoprotein gene (P gene) is proved by molecular-biology methods. The necessity for integrated envi-
ronmental and virological monitoring of influenza and morbilliviruses circulating in the population of seals in the 
Kazakh sector of the Caspian Sea is concluded. 
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СЛЕЖЕНИЕ ЗА ЦИРКУЛЯЦИЕЙ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ОРТОМИКСО-  
И МОРБИЛЛИВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЙ СРЕДИ ТЮЛЕНЕЙ  

В КАЗАХСТАНСКОЙ ЧАСТИ СЕВЕРНОГО КАСПИЯ (2007–2014 гг.) 
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Аннотация. В статье представлены сведения по вирусологическому мониторингу возбудителей орто-
миксо- и морбилливирусных инфекции среди каспийских тюленей в казахстанском части Каспийского моря 
в период с 2007 по 2014 гг. Приводятся вирусологические и серологические данные инфицированности 
морских млекопитающих вирусами гриппа А с антигенными формулами Н4N6 и Н7N7. Описывается факт 
циркуляции морбилливирусов в популяции каспийских тюленей в 2008 г. Молекулярно-биологическими 
методами доказано близкое родство по гену фосфопротеина (Р ген) межэпизоотического варианта морбил-
ливируса CDV/Caspian seal/KZ/2008 с эпизоотическими штаммами, выделенными во время массовой гибели 
тюленей в 1997 и 2000 гг. Делается заключение о необходимости проведения комплексного эколого-вирусо-
логического мониторинга вирусов гриппа и морбилливирусов, циркулирующих в популяциях тюленей в 
казахстанской акватории Каспийского моря. 
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Каспийский тюлень – Phoca caspica (Gmelin, 1788) является единственным морским млеко-
питающим Каспийского моря. В настоящее время он входит в список видов Международного 
Союза Охраны Природы, находящихся под угрозой исчезновения [1]. В начале ХХ столетия 
численность каспийского тюленя составляла около 1 млн. особей, в конце 60-х годов она умень-
шилась до 500 тыс. голов. В результате интенсивного промысла, проводившегося до середины 
1990-х годов, размер их популяции в настоящее время едва превышает 100 тыс. особей [2].  

Вирусные заболевания играют важную роль в регулировании динамики численности 
популяций диких животных, ограничивая их увеличение и усиливая селекцию на генетическом 
уровне. Воздействие вирусов становится еще более существенным для популяций находящихся 
под угрозой исчезновения или фрагментированных в результате деятельности человека. Возбу-
дителями инфекций, оказывающими прямое влияние на численность морских животных, являются 
вирусы гриппа и морбилливирусы. 

Выявление различных вариантов вирусов гриппа в популяциях тюленей свидетельствует о 
возможности их участия в генетической реассортации. С помощью молекулярно-биологических 
исследований установлено птичье происхождение некоторых выделенных от тюленей изолятов 
вируса гриппа [3]. В 2010 г. среди северных морских слонов (Mirounga angustirostris) у калифор-
нийского побережья США были выявлены особи, инфицированные вирусом гриппа А, на 99% 
сходные с прототипным вирусом пандемического «свиного» гриппа A/California/04/2009 (H1N1), 
который циркулировал среди людей с 2009 г. [4]. Осенью 2011 г. в Новой Англии (штат Масса-
чусетс, США) 162 тюленя погибли от пневмонии, вызванной вирусом гриппа А (Н3N8). Указан-
ный возбудитель оказался сходным с вирусами гриппа водоплавающих птиц, циркулировавшими  
в Северной Америке с 2002 г., и обладал мутацией в РВ2 гене, характерном высокопатогенному 
для людей варианту Н5N1, что указывало на его способность к межвидовой передаче и адаптации 
к млекопитающим [5]. 

До недавнего времени вирусы гриппа А от ластоногих Палеарктики не изолировались. Ранее 
вирусологические подтверждения участия их во вспышках инфекции среди тюленей получены 
только на Североамериканском континенте.  

Эпизоотии морских млекопитающих, вызванные вирусами гриппа А в других частях света, 
впервые зарегистрированы в 2014 г. Вирус гриппа А (H10N7) изолирован от павших обыкно-
венных тюленей (Phoca vitulina) на побережье Северного моря в Швеции, Дании, Германии и 
Голландии [6–8], где погибло свыше 1400 животных. 

Имеется ряд сообщений о вирусологическом мониторинге циркуляции вирусов гриппа А в 
популяциях морских млекопитающих Северной Евразии. Так, в период с 1976 по 1999 гг.                    
С.С. Ямникова с соавт. [9] в ходе мониторинга за циркуляцией вирусов гриппа А в популяциях 
диких птиц Северного Каспия исследовали образцы от 152 особей каспийского тюленя, но им не 
удалось обнаружить инфицированных животных. К. Ohishi et al. [10] при исследовании сывороток 
крови каспийских тюленей, собранных в 1993–2000 гг., показали, что млекопитающие были 
инфицированы эпидемическими А/Бангкок/1/79-подобными вирусами гриппа, циркулировавшими 
среди людей в 1979–1981 гг. Позднее А.М. Шестопалов с соавт. [11, 12] и З.К. Чувакова с соавт. 
[13] сообщили об изоляции вируса гриппа А (H7N7) из материалов, собранных от павших 
каспийских тюленей во время их массовой гибели в апреле-июне 2000–2002 гг. Однако в лите-
ратуре нет каких-либо данных о филогенетических или патобиологических свойствах эпизооти-
ческого штамма вируса гриппа А (H7N7). 

Это обстоятельство определяет необходимость проведения мониторинга за циркуляцией 
вирусов гриппа среди тюленей, обитающих в регионах, расположенных на главных миграционных 
руслах пролета птиц. Через северную и восточную части Каспийского моря проходит Восточно-
европейский миграционный путь, связывающий европейский Север со странами Ближнего 
Востока и Южной Африки. Помимо периодов массовой весенней и осенней миграций, большое 
количество птиц оседает в регионе во время гнездования и линьки, концентрируется в береговых 
зонах и островах, где тюлени устраивают лежбища. Все это создает предпосылки для межвидовой 
передачи вирусов гриппа А тюленям.  

К другим актуальным возбудителям инфекции морских млекопитающих относятся вирусы 
семейства Paramyxoviridae, рода Morbillivirus, которые способны вызывать широкомасштабные 
эпизоотии с многочисленными падежами в популяции морских животных.  
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К настоящему времени описаны четыре основных представителя морбилливирусов, инфици-
рующих морских млекопитающих: вирус чумы плотоядных (ВЧП) у байкальских (Phoca sibirica) и 
каспийских тюленей; DMV [dolphin morbillivirus] у дельфинов и китов; PDV [phocine distemper 
virus] у обыкновенных тюленей; PMV [porpoise morbillivirus] у морских свиней (Phocoena pho-
coena). Причины появления этих возбудителей в популяциях морских млекопитающих до сих пор 
не выяснены. 

Результаты исследований в этом направлении будут важны для решения проблемы со-
хранения вирусов гриппа и морбилливирусов в природных биоценозах, выявления возможных 
источников и путей передачи этих опасных возбудителей и контроля над возникающими чрезвы-
чайными ситуациями. В данной статье приводятся сведения о вирусологическом мониторинге 
циркуляции вирусов гриппа и морбилливирусов среди каспийских тюленей в Республике 
Казахстан в период с 2007 по 2014 гг. 

 
Материалы и методы 

 
От живых тюленей собраны сыворотки крови, носовые, ротовые, конъюнктивальные, рек-

тальные, урогенитальные (препуциальные и вагинальные) смывы по сертифицированным мето-
дикам, рекомендованным ВОЗ и МЭБ [14, 15]. Пробы до проведения исследований хранили в 
жидком азоте (-196ºС). 

Образцы для молекулярно-биологических исследований помещали в специальный реагент – 
RNAlater, сохраняющий РНК в течение длительного времени. Пробы крови для исследований 
брались с помощью системы Vacutainer из эпидурального венозного синуса спиномозгового 
канала от клинически здоровых животных. Сыворотки крови хранили при -20°С. 

Выделение вирусной РНК проводили с использованием набора QIAamp Viral RNA Mini Kit 
(Qiagen GmbH, Hilden), в соответствии с рекомендациями производителя, из 140 мкл смыва. 
Выделение вирусных нуклеиновых кислот из тканей внутренних органов (мозг, сердце, легкие, 
печень, почки, селезенка, тимус) погибших тюленей осуществлялось с помощью QIAshredder. 
Полученные лизаты тканей использовали для процедур по изоляции нуклеиновых кислот вирусов. 

Обратную транскрипцию – полимеразную цепную реакцию (ОТ-ПЦР) проводили в термо-
циклере Eppendorf Gradient единовременно в одношаговой реакции с использованием AccessQuick 
RT-PCR System (Promega). Для приготовления реакционной смеси использовали наборы 
праймеров, специфичные к высококонсервативным участкам генов искомых вирусов (таблица 1). 
 

Таблица 1 – Последовательности специфических праймеров к генам орто- и парамиксовирусов 
 

Ген-мишень Последовательность праймера 
Длина ожидаемого 

продукта в ПЦР (п.о.) 

М ген вируса гриппа А 
 

CU-MF: 5’-TGATCTTCTTGAAAATTTGCAG-3’ 
CU-MR: 5’-TGTTGACAAAATGACCATCG-3’ [16] 

279 

NS ген вируса гриппа В 
 

NS1: 5’- ATG GCC ATC GGA TCC TCA AC-3’ 
NS2: 5’- TGT CAG CTA TTA TGG AGC TG-3’ [17]  

240 

P ген морбилливируса 
 

UP-P1:-5' ATGTTTATGATCACAGCGGT-3’ 
UP-P2: -5' ATTGGGTTGCACCACTTGTC-3’ 

429 

L ген семейства парамиксовирусов 
(Pan-paramyxovirus primer) 

PMX1 GARGGIYIITGYCARAARNTNTGGAC 
PMX2 TIAYIGCWATIRIYTGRTTRTCNCC 

132 

 
Выравнивание секвенированных последовательностей Р гена изолята CDV/Caspian 

seal/KZ/2008 с таковыми штаммов вируса чумы плотоядных из базы данных GenBank проводили с 
помощью компьютерной программы BioEdit, филогенетическое древо составляли по программе 
MEGA 4.0. Нуклеотидные последовательности эпизоотических штаммов морбилливируса кас-
пийских тюленей 2000 г. выделения(CDV_KZ1, KZ2, AZ1, AZ2) любезно предоставлены д-ром 
Marco W.G. van de Bildt (Институт вирусологии ErasmusMC, Rotterdam, the Netherlands). 
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Результаты и их обсуждение 
 

В 2007–2013 гг. во время весенних и осенних скоплений каспийских тюленей в казахстанской 
части акватория Северного Каспия были собраны 696 биологических образцов от 138 особей. 
Кроме того, получены секционные материалы от 16 трупов тюленей и двух абортированных 
плодов, найденных в лежбище животных.  

Для определения инфицированности тюленей ортомиксовирусами проведена ОТ-ПЦР с 
праймерами к М-гену вируса гриппа А и NS-гену вируса гриппа В.  

В результате электорфореза в 2% агарозном геле ожидаемые продукты М-гена вируса гриппа 
А и NS-гена вируса гриппа В в образцах 2007-2014 гг. не выявлены. Позднее в ПЦР реального 
времени проведен дополнительный скрининг проб от тюленей, собранных до 2013 г., с приме-
нением олигонуклеотидных праймеров к вирусу гриппа А. Известно, что распространение вирусов 
гриппа А среди морских млекопитающих связано с экологией этих животных и тесным контактом 
с птичьим резервуаром возбудителя. При вирусологическом анализе более 2500 образцов, 
собранных от диких птиц в дельте р. Урал, северной и восточной частях Каспийского моря в 2002–
2012 гг., выделено около 70 изолятов вируса гриппа А с антигенными формулами: Н1N2, Н4N6, 
Н5N1, Н11N2, Н13N6, Н16N3. Среди них присутствовали вирусы с подтипами гемагглютининов 
Н1, Н4 и Н13, подобные тем, которые изолированы от больных и павших морских млекопитающих 
в других регионах Северного полушария.  

Вирусы гриппа А (H4N6) изолированы от тюленей в российской акватории Каспийского моря 
в 2002 и 2012 гг. [18]. BLAST анализ нуклеотидных последовательностей М генов изолятов 
выявил их 100% идентичность между собой и близкое родство с таковыми высокопатогенного 
штамма А/лебедь-шипун/Актау/1460/2006 (H5N1). 

Эти данные указывают на необходимость проведения постоянного мониторинга среди кас-
пийских тюленей с целью своевременного выявления актуальных вариантов вирусов гриппа, 
адаптированных к млекопитающим животным. 

Помимо гриппа, другим массовым заболеванием морских млекопитающих являются морбил-
ливирусные инфекции. В связи с этим нами проведен вирусологический скрининг материалов от 
каспийских тюленей на наличие их возбудителей. Предварительные результаты исследований по 
выявлению Р-гена морбилливирусов в ПЦР приведены в таблице 2. 
 

Таблица 2 – Результаты ПЦР с биопробами от каспийских тюленей на наличие морбилливирусов 
 

Год сбора 
материала 

Результат ПЦР в биопробе: 

носовой ротовой генитальной ректальной крови 

2007 0/22* 0/22 0/22 0/22 «н.и.» 

2008 4/13 6/13 5/13 6/13 1/4 

2009 0/7 0/3 0/7 0/7 «н.и.» 

2010 «н.и.» 0/15 0/15 0/15 «н.и.» 

2011 «н.и.» 0/45 0/45 0/45 «н.и.» 

2012 0/22 0/22 0/22 0/22 «н.и.» 

2013 0/8 0/8 0/8 0/8 «н.и.» 

2014 0/3 0/3 0/3 0/3 «н.и.» 

Примечание: В числителе количество положительных проб, в знаменателе общее количество образцов; «н.и.» – 
не исследовано. 

 
В результате ОТ-ПЦР с праймерами к Р–гену морбилливирусов, ожидаемые продукты в                 

429 п.о. выявлены у 6 тюленей. Все положительные образцы принадлежали особям до 2 лет, 
отловленным на острове Рыбачий. Образцы, собранные от взрослых тюленей на островах залива 
Кендирли во время осеннего спутникового мечения в 2009–2014 гг., были отрицательными по 
отношению к морбилливирусам. С 2009 года молодняк каспийского тюленя выпал из выборки, так 
как для спутникового мечения избирательно отлавливали преимущественно крупных и взрослых 
животных. 
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Определены нуклеотидные последовательности Р гена морбилливирусов, выделенных от 
каспийских тюленей. В результате филогенетического анализа установлено, что межэпизооти-
ческий вариант морбилливируса CDV/Caspian seal/KZ/2008 по последовательности Р гена 
проявляет близкое родство с эпизоотическим штаммом CDV/Caspian seal/Baku/1997, и образует 
отдельный кластер с вирусами, выделенными во время массовой гибели тюленей в 2000 г., 
вызванной вирусом чумы плотоядных (CDV_KZ1, KZ2, AZ1, AZ2) [19]. 

 
 

Филогенетические взаимоотношения между Р генами вируса чумы плотоядных,  
изолированных от каспийских тюленей в 2000, 2007–2008 гг., и вирусами, зарегистрированными в GenBank 

 
Выводы. Изоляты вируса чумы плотоядных каспийских тюленей 2008 г. выделения отли-

чаются по P гену от вируса 2007 г. (CDV/Caspian seal/2007), который идентичен с вакцинным 
штаммом CDV (vaccine strain Shuskiy). Ye. Zholdybaeva et al. [20] показали, что CDV/Caspian 
seal/2007 и вакцинный штамм CDV по гену гемагглютинина относятся к группе вакцинных 
штаммов. 

Случай обнаружения морбилливирусов в межэпизоотический период подтверждает ранее 
высказанное предположение об их персистенции [19] в популяции тюленей и возможности возник-
новения вспышек заболевания с массовыми падежами при ряде неблагоприятных обстоятельствах: 
необычайно теплых зимах, снижении общего иммунитета, нефтяных и других загрязнениях 
морской среды, вызывающих кумулятивный эффект.  
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СОЛТҮСТІК КАСПИЙДІҢ ҚАЗАҚСТАНДЫҚ БӨЛІГІНДЕГІ ИТБАЛЫҚТАР АРАСЫНДАҒЫ 
ОРТОМИКСО- ЖƏНЕ МОРБИЛЛИВИРУС ИНФЕКЦИЯЛАРЫ ҚОЗДЫРҒЫШТАРЫНЫҢ 

АЙНАЛЫМЫН ҮЗДІКСІЗ БАҚЫЛАУ (2007–2014 жж.) 
 

А. И. Қыдырманов1, К. Ө. Карамендин1, Е. Т. Қасымбеков1, М. Х. Саятов1, С. Гудман2 
 

 1ҚР БҒМ ҒК «Микробиология жəне вирусология институты» РМК; 
2Интегративті жəне Салыстырмалы биология Институты, Лидс Университеті, Лидс, Ұлыбритания 

 
Тірек сөздер: тұмау вирусы, морбилливирус, мониторинг, індет, серология, итбалық, ескекаяқтылар. 
Аннотация. Мақалада Каспий теңізінің қазақстандық бөлігіндегі итбалықтар арасындағы ортамиксо- 

жəне морбилливирус инфекциялары қоздырғыштарының айналымына, 2007 – 2014 жж. аралығындағы мони-
торинг жайындағы деректер келтірілген. Теңіз сүтқоректілерінің арасында антигендік формулалары Н4N6 
жəне Н7N7 тұмау А вирустарын ұшырасатынына вирусологиялық жəне серологиялық дəйектер келтірілген. 
Каспий итбалықтарының популяциясында 2008 ж. морбиллливирустардың айналымда болғанына айғақ 
келтірілген. Морбилливирустардың індетаралық нұсқасы CDV/Caspian seal/KZ/2008 фосфопротеин гені                
(Р ген) бойынша 1997 жəне 2000 жж. итбалықтардың жаппай қырылуы кезінде бөлініп алынған індеттік нұс-
қалармен жақын туыстығы молекулалық-биологиялық тəсілдермен дəлелденді. Каспий теңізінің қазақстан-
дық бөлігіндегі итбалықтар арасындағы тұмау мен морбилливирустардың айналымына кешенді экология-
лық-вирусологиялық мониторинг жүргізу қажеттілігі туралы ой қорытылған. 
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