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Х олера, несмотря на общую тенденцию к снижению 
уровня заболеваемости, остается актуальной про-
блемой здравоохранения как во всем мире, так и 

в Казахстане. По оценкам экспертов ВОЗ, во всем мире 
ежегодно происходит от 1,3 до 4,0 миллиона случаев забо-
левания холерой и 21 000–143 000 случаев смерти от холеры 
[1]. В этиологической структуре заболеваний, вызванных 
холерными вибрионами, в последние десятилетия все чаще 
отмечаются случаи заражения людей нетоксигенными 
штаммами О1 и вибрионами не О1 серогрупп. Об этом 
свидетельствуют многочисленные научные публикации 
[2-8]. Интерес к таким серогруппам холерного вибриона воз-
рос с началом применения в лабораторных исследованиях 
молекулярно-генетических методов, в т.ч. полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). Генетические методы дали возмож-
ность не только эффективной индикации и идентификации 
возбудителей, но и определения эпидемического потенциала 

нетоксигенных О1 и не О1/не О139 серогрупп холерного 
вибриона. В Казахском научном центре карантинных и 
зоонозных инфекций им. М. Айкимбаева (КНЦКЗИ) раз-
рабатываются праймеры для детекции возбудителей холе-
ры. Праймеры были апробированы на штаммах холерного 
вибриона, выделенных из клинического материала, и проб 
воды, собранных в ходе вспышки неэпидемической холеры в 
Кызылординской области Республики Казахстан в 2015 г.

По комплексу факторов, обуславливающих эпидемиче-
скую опасность по холере, Кызылординская область отно-
сится к I типу территории. Начиная с 1997 г., практически 
каждый эпидемический сезон – с мая по сентябрь, с пиком 
в июне-августе, выявляются случаи заражения людей V. 
cholerae non O1, были случаи выделения из клинических 
проб V. cholerae O1 Ogava (2009 г.), V. cholerae RO-вариантов 
(1998 г.). Исследователи отмечают, что более 50% заболев-
ших – это дети. Среди выделенных от больных культур V. 
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cholerae non О1 неоднократно выявлялись гемолизнегатив-
ные штаммы с выраженным энтеропатогенным действием 
на кроликов-сосунков. Отмечена постоянная циркуляция в 
воде открытых водоемов области тех же серологических 
вариантов возбудителя [9-12].

Заболевания, вызванные холерными вибрионами, реги-
стрируются на фоне роста заболеваемости острыми кишеч-
ными инфекциями (ОКИ). Так, в 2014 г. с января по апрель, 
т.е. до эпидемического сезона, в Кызылординской области 
официально зарегистрировано 333 случая ОКИ различной 
этиологии (78% – дети), что почти в два раза выше за тот 
же период в 2013 г. (177 больных, 92% – дети). Необходимо 
обратить внимание на кишечные инфекции неуточненной 
этиологии. По данным КГСЭН РК, количество случаев ОКИ 
неуточненной этиологии в области за 1999-2012 гг. состав-
ляло в среднем 700-800 [13]. Для снижения данного пока-
зателя была бы оптимальной организация лабораторий для 
проведения ПЦР в отделениях противочумных организаций, 
сельских участковых больницах, амбулаториях, удаленных 
от центров. В отличие от бактериологической лаборатории 
в ПЦР-лаборатории исследуется обеззараженный материал, 
метод универсальный по технике проведения, меняются 
лишь тест-системы для индикации возбудителей. Особенно 
это актуально для Казахстана, который характеризуется 
небольшим количеством крупных населенных пунктов, на-
ходящихся друг от друга на значительных расстояниях.

В нашей работе приведены результаты применения мето-
да ПЦР в расследовании случаев неэпидемической холеры. 
В г. Кызылорда в 2015 г. с 27 июня по 13 июля были вы-
явлены шесть человек с заболеванием, подозрительным на 
холеру, в том числе два ребенка двух и трех лет. По данным 
предварительного эпидемиологического расследования, 
по клинической картине больным был поставлен диагноз: 
пищевая токсикоинфекция.

Целью настоящей работы было определение эффектив-
ности метода ПЦР с разработанным в КНЦКЗИ набором 
праймеров для детекции и идентификации холерных ви-
брионов в расследовании подозрительных на холеру случаев 
заболевания людей.

МАтериАл и Методы
Изучены штаммы холерного вибриона, выделенные из 

посевов испражнений больных и контактных с ними людей, 
воды из водопровода, емкостей в домах, где выявлены за-
болевшие, из открытых водоемов, сточной воды (всего 19 
проб). Материал был засеян на пластинки щелочного агара 
(рН 7,8). Изолированные штаммы микроорганизмов иден-
тифицировали по антигенным, биохимическим свойствам, 
по чувствительности к холерным бактериофагам. В работе 
использованы следующие диагностические препараты: 
О-холерный иммуноглобулиновый эритроцитарный диагно-
стикум (КНЦКЗИ), холерные агглютинирующие О-, О139-, 
RO-сыворотки, холерные бактериофаги – классический 
«С» и «Эль-Тор» (ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб», Саратов), 
реагенты для биохимических исследований.

Комплекс классических лабораторных исследований был 
дополнен методом ПЦР. Предварительно исследуемые штам-
мы инактивировались путем кипячения в течение 15 мин. с 
момента закипания воды. В работе использованы праймеры 
для детекции холерных вибрионов ompA F/R, orfAB F/R, ctxA 
F/R, wbeN F/R и wbfR F/R, разработанные и синтезированные 

в референс-лаборатории КНЦКЗИ и прошедшие лаборатор-
ные испытания в референс-лаборатории Центра. Поиск по-
следовательностей участков генов, к которым подбирались 
праймеры, проводился с использованием базы данных NCBI 
(National Center for Biotechnological Information, USA). Пред-
варительную оценку специфичности праймеров и амплико-
нов проводили с помощью пакета программ BLAST.

Праймеры ompA F/R определяют отношение к виду 
Vibrio cholerae, orfAB F/R– к серогруппе V. cholerae O1, 
биологическому варианту Eltor, или к серогруппе О139, 
ctxA F/R – способность холерных вибрионов к выработке 
экзотоксина холерогена – основного фактора патогенности 
возбудителей холеры, wbeN F/R – принадлежность к серо-
группе О1, wbfR F/R – к серогруппе О139. Выделение ДНК 
из обеззараженных клеточных суспензий штаммов прово-
дилось с помощью коммерческих наборов «QIAamp DNA 
MiniKit» (Promega, США) и «ДНК-сорб-В» (АмплиСенс, 
Россия). ПЦР выполняли в режиме мультиплекс на ампли-
фикаторах «Veriti» (Applied Biosystems, США) и «Терцик» 
(НПО «ДНК-технология», Россия). Учет результатов ПЦР 
производили методом электрофоретического разделения 
продуктов амплификации (ампликонов) в 1,2% агарозном 
геле. Молекулярный вес ампликонов определяли с помощью 
маркеров «GeneRuler» (Thermo Fisher Scientific, США).

результАты и обсуждение
В посевах испражнений пяти больных на пластинках 

щелочного агара (рН 7,8) обнаружены голубоватые про-
зрачные колонии, аналогичные колонии обнаружены и в 
посевах воды из источников, связанных эпидемиологически 
с этими больными. Серологическое исследование выде-
ленных штаммов в реакции непрямой гемагглютинации 
(РНГА) дало отрицательные результаты. Штаммы не давали 
агглютинацию с О-, О139-, RO-холерными сыворотками, не 
лизировались специфическими холерными бактериофагами, 
агглютинировали эритроциты курицы, были способны об-
разовать ацетилметилкарбинол – положительная реакция 
Фогес-Проскауэра. Определение сахаролитических фер-
ментов по Хейбергу выявило, что все изоляты относятся 
к I типу ферментации (разлагали маннозу и сахарозу и 
были инертны в отношении арабинозы). По результатам 
проведенных исследований штаммы, выделенные из кли-
нического материала и воды, по комплексу культуральных, 
биохимических, иммунологических и фаголитических 
свойств идентифицированы как V. choleraе non О1.

Стандартные лабораторные тесты были дополнены 
методом ПЦР. Полученные результаты показали, что все 
штаммы содержали в своем геноме ген ompA, т.е. являются 
представителями рода Vibrio, вида cholerae. В ДНК трех 
из них обнаружен ген orfAB, что означает отношение к 
серогруппе V. cholerae О1, биовару Eltor. Ген orfAB входит 
в состав острова патогенности VSP-II, который является 
уникальным для холерных вибрионов Эль-Тор и О139 
серогрупп [14]. Ни один изолят не имел гена ctxA, т. е. не 
способен к выработке холерогена (рис. 1).

По результатам изучения методом ПЦР выделенные 
штаммы были отнесены к микроорганизмам рода Vibrio 
двух генотипов: 1. [ompA+/orfAB+/ctxA-], 2. [ompA+/orfAB-/
ctxA-]. Причем штаммы с первым генотипом обнаружены 
в испражнениях двух больных и в одной пробе воды из 
емкости в доме больного (дорожки 1,5,7 на рис. 1).
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Вибрионы с генотипом [ompA+/orfAB-/ctxA-] были от-
несены к серогруппе V. cholerae non О1. Принадлежность 
трех штаммов холерного вибриона с генотипом [ompA+/
orfAB+/ctxA-] к серогруппе V. cholerae О1 была подтверж-
дена исследованием в ПЦР с использованием набора из трех 
праймеров для детекции и идентификации вибрионов вида 
V. cholerae по участкам генов wbfR, ompA и wbeN. Некоторые 
результаты представлены на рисунке 2.

Продукты амплификации с парой праймеров wbeN F/R 
были получены с ДНК тех же штаммов (дорожки 1, 5, 7 на 
рис. 2), в которых были выявлены специфичные для гена 
orfAB последовательности, что подтверждает принадлеж-
ность этих штаммов к серогруппе V. cholerae О1. В ДНК 
ни одного из штаммов не обнаружен ген wbfR, который 
является детерминантом поверхностного антигена O139. 
В геноме остальных изученных штаммов выявлена после-
довательность только гена ompA, что подтвердило принад-
лежность их к виду V. cholerae.

Заражение больных холерой в Кызылорде в 2015 г. 
произошло через воду. Отсутствие агглютинации с видоспе-
цифическими холерными сыворотками штаммов, идентифи-
цированных с помощью ПЦР как V. cholerae O1 Eltor, воз-
можно, является результатом фенотипической пластичности 
холерного вибриона. При постоянной циркуляция холерных 
вибрионов О1 серогруппы в объектах окружающей среды на 
них воздействует целый комплекс факторов и определенных 
параметров существования; формируется «персистирую-

щий» фенотип («persister») – один из вариантов 
адаптивной изменчивости холерного вибриона. 
Процесс адаптации к условиям окружающей 
среды модифицирует поверхностные структуры 
клетки, следствием чего являются изменения 
антигенного фенотипа, фагочувствительности. 
Такие же результаты были получены и в экспе-
риментальных условиях, когда наряду с другими 
морфологическими изменениями происходило 
существенное снижение или утрата агглютина-
бельности холерными сыворотками О-, Инаба и 
Огава. При этом более широкий диапазон эколо-
гической пластичности обнаружен у нетоксиген-
ных штаммов в сравнении с токсигенными [15, 
16, 17, 18]. Все изученные штаммы отличались 
отсутствием чувствительности к бактериофагам. 
По литературным данным в последние годы 
появляются сообщения о фагорезистентных 
культурах холерных вибрионов Эль-Тор. По 
мнению ряда авторов, это ставит под сомнение 
диагностическую ценность фагового теста [5, 
16, 20, 21].

Утрата штаммами V. cholerae O1 свойств 
агглютинабельности и чувствительности к 
фагам в нашем случае значительно снизила 
диагностическую эффективность стандартной 
схемы исследования. Полимеразная цепная ре-
акция позволила на основе выявления участков 
специфических для рода и вида генов холерного 
вибриона не только идентифицировать штаммы, 
но и дифференцировать серогруппы.

выводы
Высокая экологическая пластичность пред-

ставителей рода Vibrio, в частности, вида Vibrio cholerae, 
появление атипичных штаммов холерного вибриона тре-
буют адекватной схемы лабораторной диагностики холеры. 
Методы детекции и идентификации холерного вибриона, ис-
пользуемые в существующей схеме, основаны на выявлении 
фенотипических признаков и свойств, которые отличаются 
адаптивной изменчивостью. Введение в схему лабораторной 
диагностики полимеразной цепной реакции, основанной 
на выявлении маркерных участков генома – более стабиль-
ного элемента живого организма, обеспечивает надежную 
детекцию и идентификацию возбудителя инфекции. Ис-
пользование метода мультиплексной ПЦР в расследовании 
случаев заболевания людей холерой в Кызылорде в 2015 г. 
выявило циркуляцию штаммов двух серогрупп холерного 
вибриона – V. cholerae O1 Eltor с атипичными свойствами 
и V. cholerae non O1.

Прозрачность исследования
Исследование не имело спонсорской поддержки. Авторы 

несут полную ответственность за предоставление окон-
чательной версии рукописи в печать.

Декларация о финансовых и других 
взаимоотношениях
Все авторы принимали участие в разработке концепции 

статьи и написании рукописи. Окончательная версия руко-
писи была одобрена всеми авторами. Авторы не получали 
гонорар за статью.

1-5 – штаммы, выделенные от больных, 6-8 – штаммы, выделенные из воды, 
«К-» – отрицательный контроль, «К+» – положительный контроль

Рисунок 1 – Некоторые результаты изучения штаммов холерных 
вибрионов, выделенных из проб испражнений больных и воды  

из источников, эпидемиологически связанных с больными,  
в мультиплексной ПЦР с праймерами ompA, orfAB, ctxA

1-5 – штаммы, выделенные от больных, 6-8 – штаммы, выделенные из воды,  
«К-» – отрицательный контроль, «К1+» – положительный контроль (ДНК V. cholerae  

О1 Eltor), «К2+» – положительный контроль (ДНК V. cholerae О139)

Рисунок 2 – Некоторые результаты изучения штаммов холерных 
вибрионов, выделенных из проб испражнений больных и воды  

из источников, эпидемиологически связанных с больными,  
в мультиплексной ПЦР с праймерами wbfR, ompA, wbeN
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Т Ұ Ж Ы Р Ы М
А.А. ӘБДІРӘСІлОВА1, А.К. ҚАСЕНОВА1, 
А.М. МАТЖАНОВА2, Р.С. МҰСАҒАлИЕВА1, 
Б.К. ҚҰРМАНОВ1, ш. БАХТЫБЕКҚЫзЫ1, 
Н.К. МҰҚАшЕВ1, А.С. ЖҮНІСОВА1, 
Н.П. ҚАБЫшЕВА1, з.А. САҒИЕВ1, М.М. КҮлЬБАЕВА1

1М. Айқымбаев атындағы Қазақ карантиндік және 
зооноздық инфекциялар ғылыми орталығы, 
Қазақстан Республикасы Ұлттық экономика 
министрлігі Тұтынушылардың құқықтарын қорғау 
комитеті (ҚР ҰЭМ ТҚҚК), Алматы қ., 
2Қызылорда обаға қарсы күрес станциясы, ҚР ҰЭМ ТҚҚК 
ҚЫзЫлОРДАДА 2015 ж. ТЫРЫСҚАҚ ВИБРИОНЫНЫҢ 

шТАМДАРЫ АРҚЫлЫ ТУЫНДАҒАН ЖІТІ ІшЕК ЖҰҚ ПА
лАРЫ ЖҰҒУЫНЫҢ ТЕКСЕРУІ КЕзІНДЕ ПТР ӘДІСІНІҢ 
ҚОлДАНЫлУЫ

Ауыру деңгейінің жалпы төмендеу үрдісіне қарамастан 
тырысқақ, бүкіл әлемде де және Қазақстанда да, денсаулық 
сақтаудың өзекті мәселесі болып қалуда. Генетикалық әдістер 
қоздырғыштарды тиімді индикациялау мен идентификациялауда 
ғана емес, сонымен қатар V. cholerae О1 және non О1/ non О139 
серотоптардың токсигенді емес штаммдарының эпидемиялық 
потенциалын анықтауға да мүмкіндік берді. Бұл жұмыста 2015 ж. 
жазында Қызылордада эпидемиялық емес тырысқақ жұғуын тек-
серу кезінде полимеразды тізбекті реакция (ПТР) әдісін қолдану 
нәтижелері ұсынылған. 

зерттеудің мақсаты. Адамдардың тырысқақты жұқтыруы 
күдігін тергеу кезінде тырысқақ вибриондарын анықтау және 
идентификациялау үшін ҚКЗИҒО әзірленген праймерлер 
жиынтығы мен ПТР әдісінің тиімділігін анықтау. 

Материал және әдістері. Қызылордада 2015 жылдың 
жазында тырысқақ ошақтарында жиналған әртүрлі материал-
дардан оқшауланған тырысқақ вибриондарының 19 штаммдары 
зерттелді. Бактериологиялық, серологиялық әдістер, фаготиптеу 
және полимеразды тізбекті реакция (ПТР) қолданылды. 

Нәтижелері және талқылауы. Дақылдық, биохимиялық, 
иммунологиялық және фаголитикалық қасиеттерінің жиын-

тығы бойынша зерттелінген штаммдар V. cholerae non О1 
ретінде анықталды. Туыс және түр арнайы праймерлері бар 
мультиплексті ПТР әдісін қолдану тырысқақ вибриондарының 
екі серотоптарының, яғни V. cholerae O1 Eltor және V. cholerae 
non O1 таралғанын анықтауға мүмкіндік берді. 

Қорытынды. Мультиплексті ПТР әдісін қолдану тырысқақ 
вибриондарының штаммдарын жедел идентификациялау 
және түрішілік дифференциациялау арқылы тырысқақтың 
зертханалық диагностика тиімділігінің сұлбасын арттыруға, 
тырысқақ вибрионының екі серотоптарының, яғни қасиеттері 
атипті V. cholerae O1 Eltor және V. cholerae non O1 таралғанын 
анықтауға мүмкіндік берді. 

Негізгі сөздер: мультиплексті ПТР, праймерлер, 
эпидемиялық емес тырысқақ, ауру адам, тырысқақ вибрионы, 
серотоп.
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THE USE Of PCR METHOD IN THE INVESTIGATION  

Of ACUTE INTESTINAL INfECTIONS CAUSED BY STRAINS Of 
V. cholerae OCCURRED IN KYZYLORDA IN 2015

Cholera, despite the general downward trend in the incidence 
level remains an urgent public health problem, both worldwide and 
in Kazakhstan. Genetic techniques have made it possible not only 
to effectively detect and identify pathogens, but also to determine 
epidemic potential of nontoxigenic strains of V. cholerae O1 and non 
O1 / non O139 serogroups. The paper presents the results of using of 
the polymerase chain reaction (PCR) for the investigation of cases of 
non-epidemic cholera in Kyzylorda region in the summer of 2015

Purpose of researches. Determination of the efficiency of devel-
oped in KSCQZD the PCR primer set for detection and identification 
of Vibrio cholerae in the investigation of suspected cholera cases.

Material and methods. 19 strains of Vibrio cholerae isolated 
from a variety of materials collected in the outbreak of cholera in 
the summer of 2015 in Kyzylorda were studied. There were used 
bacteriological, serological methods, phage typing, and polymerase 
chain reaction (PCR).

Results and discussion. The studied strains were identified as 
V. cholerae non O1 due to cultural, biochemical, immunological and 
phage specificity properties. Using of multiplex PCR with genus- and 
species-specific primers enabled to detect circulation of Vibrio cholerae 
of two serogroups: V. cholerae O1 Eltor and V. cholerae non O1. 

Conclusions. Using of multiplex PCR increased the efficiency 
of the laboratory diagnosis scheme of cholera due to rapid identi-
fication and intraspecific differentiation of Vibrio cholerae strains; 
enabled to reveal circulation of two serogroups of Vibrio cholerae 
strains – V. cholerae O1 Eltors with atypical properties and V. chol-
erae non O1.

Key words: multiplex PCR, primers, non-epidemic cholera, 
patient, Vibrio cholerae, serogroup.
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