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АБСТРАКТ

Холера – это острая антропонозная инфекция, вызываемая бактерией Vibrio cholerae, характеризующаяся тяжё-
лой диареей и дегидратацией. Несмотря на прогресс санитарно-эпидемиологических мер, заболевание сохраняет гло-
бальную значимость, особенно в странах Азии и Африки. В Казахстане возбудитель периодически выявляется в водо-
емах и сточных водах, что требует постоянного молекулярно-генетического мониторинга. В исследование включены 
33 штамма V. cholerae, выделенные в Западно-Казахстанской, Мангистауской и Туркестанской областях Республики 
Казахстан. Фенотипическая и биохимическая идентификация проведена с использованием автоматизированной си-
стемы VITEK 2 Compact 30 (bioMérieux, США), точность составила 97,0 %. Целью работы являлось проведение срав-
нительного филогенетического анализа на основе секвенирования участка гена 16S рРНК и построения филогенетиче-
ских деревьев методом Neighbor-Joining в программе MEGA 7.0. Результаты показали высокую степень нуклеотидной 
идентичности между штаммами (99,3-100,0 %), что указывает на генетическую консервативность и длительную цир-
куляцию клонально родственных линий биовара El Tor на территории Казахстана. Филогенетический анализ выявил 
две стабильные кластеры (A и B), отражающие ограниченную внутривидовую вариабельность без выраженной реги-
ональной дифференциации. Сделан вывод о том, что анализ фрагмента 16S рРНК целесообразен для первичной иден-
тификации V. cholerae, однако для уточнения эпидемиологических связей и оценки генетического разнообразия необ-
ходимы методы с более высоким разрешением – MLST, MLVA или WGS.
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ВВЕДЕНИЕ

Холера остаётся одной из наиболее изученных и акту-
альных водных инфекций, продолжающей представлять 
угрозу для общественного здравоохранения. Возбуди-
тель – Vibrio cholerae, грамотрицательная факультатив-
но-анаэробная бактерия, устойчиво сохраняющаяся в во-
дных экосистемах и формирующая природные резервуары 
[1]. Эпидемически значимыми считаются серогруппы O1 
и O139, тогда как биовар El Tor является доминирующим 
возбудителем седьмой пандемии [2, 3]. С появлением ме-
тодов молекулярной эпидемиологии стало возможным 
проводить глубокий анализ филогенетических взаимос-
вязей между штаммами V. cholerae [4, 5]. Генетические 
маркеры, такие как ctxA, tcpA, toxR, интегроны и IS-эле-
менты (IS1004), используются для оценки эволюционного 
родства и пандемического потенциала штаммов [6-8].

Исследования последних лет показали, что современ-
ные El Tor-штаммы обладают высокой генетической ста-
бильностью, но при этом демонстрируют ограниченную 
дифференцирующую способность при анализе консерва-
тивных локусов − например, гена 16S рРНК [9, 10]. Для 
уточнения эволюционных и эпидемиологических связей 
широко применяются MLST-, MLVA- и WGS-подходы [11-
13].

В странах Центральной Азии, включая Казахстан, цир-
куляция V. cholerae в природных водоёмах подтвержда-
ется рядом наблюдений, однако сведения о филогенети-
ческой структуре и генетическом разнообразии штаммов 

крайне ограничены [14, 15]. В публикациях Сагиева и со-
авт. [16] и Утеповой и соавт. [17] показано, что казахстан-
ские штаммы принадлежат к биовару El Tor. Тем не менее, 
филогенетические взаимосвязи этих изолятов с глобаль-
ными линиями остаются недостаточно изученными.

Штаммы V. cholerae содержат генетическую систему 
интегрон, который находится в хромосоме и включает 
элементы акцизных ДНК, вызываемых мобильной кассе-
той генов (контроллеров MGCS) путем сайт-специфиче-
ской рекомбинации. Большие массивы MGCS найдены в 
штаммах холерного вибриона. Например, V. cholerae О1 
El Tor N 1 содержит 179 MGCS [18, 19]. Результаты пока-
зали, что определенный состав MGCS в пандемических 
штаммах сохраняется, являясь доказательством происхож-
дения штаммов от общего предка. Сравнение MGCS со-
става между пандемическими штаммами холерных вибри-
онов также показало возможность определения эволюции 
O139 из серогрупп О1 El Tor [20]. 

Выражение вирулентности вибриона холеры зависит 
от ряда горизонтально приобретенных генетических эле-
ментов. Из них 2 фактора вирулентности (ctх) и (tcp) в 
значительной степени взаимосвязаны, и, прежде всего, 
ответственны за токсигенность и проявление заболевае-
мости. Два горизонтальных генетических элемента при-
обрели генетический элемент сtx, содержащий ген ctxАВ 
и участок патогенности (VPI) вибриона Vpi-1, который 
кодирует tcp и другие белки. Организация и функция 
этих горизонтальных приобретенных групп генов спо-
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собствуют проявлению токсигенности V. cholerae [21, 22].
Генетический элемент IS1004 используется для гено-

типирования штаммов холерного вибриона. IS1004 эле-
мент включает 628 bp. и содержит открытую рамку счи-
тывания, продукт которого показывает высокую степень 
идентичности с последовательностью генетического эле-
мента IS200. IS1004 присутствует в геноме от одного до 
восьми экземпляров в большинстве штаммов холерного 
вибриона. С помощью генетического элемента IS1004 
дано определение 2 биоваров холерного вибриона. Данное 
исследование обращает внимание на важность генотипи-
ческих методов для дифференциации холерных штаммов 
с эпидемическим потенциалом [23, 24].

Установлено, что с 1990 по 2003 г. преобладали 
штаммы V. cholerae О1 с VNTR-генотипами, относящи-
мися к кластеру В: V. cholerae О1 (В3-В19) − ответствен-
ные за эпидемию и вспышки холеры в Республике Даге-
стан РФ (1994, 1998) и V. cholerae О1 (В2, В20-В22) − за 
вспышки и спорадические случаи холеры в Ростовской 
обл. РФ (1990, 1992), выделенные из объектов окружаю-
щей среды на фоне отсутствия регистрации больных хо-
лерой. [25].

В связи с этим целью данного исследования являлось 
проведение сравнительного филогенетического анализа 
штаммов V. cholerae, выделенных из различных регио-
нов Казахстана (Мангыстауской, Западно-Казахстан-
ской и Туркестанской областей), для оценки внутриви-
дового родства и определения возможных эволюционных 
кластеров, сопоставимых с известными пандемическими 
линиями.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы и метаданные 
В исследование включены 33 штаммов V. cholerae, вы-

деленных в 1995-2016 гг. из объектов окружающей среды 
(поверхностные и сточные воды, рекреационные соору-
жения) и от людей в трёх областях Республики Казахстан: 
Западно-Казахстанская (ЗКО) (n=6), Мангистауская (n=9) 
и Туркестанская (n=18), полученные из рабочей коллек-
ции и депозитария ТОО «Национальный научный центр 
особо опасных инфекций имени Масгута Айкимбаева» 
МЗ РК (ННЦООИ). Для филогенетического секвенирова-
ния было отобраны репрезентативные штаммы с разными 
годами и источниками выделения. Критериями включе-
ния были: типичность биохимических признаков для V. 
cholerae, положительная оксидазная реакция, принадлеж-
ность к I группе Хейберга и наличие эпидемиологически 
значимых метаданных (год, место и объект выделения). 
Отбор и транспортировка проб выполнялись в соответ-
ствии с «Методическими указаниями по профилактике 
заноса и распространения холеры…» (утв. 27.09.2010 г. 
за № 253) и Приказом МЗ РК за № 252 от 27.09.2010 г. 
[26-28].

Микробиологическая и фенотипическая характе-
ристика изолятов

Изоляты V. cholerae были получены из различных при-
родных и клинических источников, включая поверхност-
ные и сточные воды, донные отложения и образцы био-
материала, собранные в Туркестанской, Мангистауской и 

Западно-Казахстанской областях. Первичное выделение 
проводили на щелочном агаре (производства ННЦООИ, 
серия 2 и 3, от 04.2024 г.) и щелочном пептонном бульоне 
(pH 8,4) с последующим пересевом на мясо - пептонный 
агар (МПА). Инкубация осуществлялась при 37 °C в те-
чение 18-24 часов. Морфологические свойства изучали 
методом микроскопии нативных и окрашенных препара-
тов. Окраску по Грамму проводили стандартным мето-
дом; подвижность оценивали в висячей капле. Изучение 
фенотипических свойств штаммов проводились обыч-
ными стандартными методами. Серогрупповую принад-
лежность определяли с помощью агглютинирующих ди-
агностических сывороток против O1 и O139 антигенов 
(ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор», Россия) в реакции агглютина-
ции на стекле по общепринятой методике [27, 29].

Биохимическая идентификация штаммов
Таксономическая идентификация штаммов V. cholerae 

проводилась с использованием автоматизированной си-
стемы VITEK 2 Compact 30 (bioMérieux, USA), предназна-
ченной для экспресс-идентификации микроорганизмов на 
основе оценки комплекса биохимических признаков. Для 
исследования использовались тест-карты типа GN (Gram-
negative identification card), включающие более 40 субстра-
тов, позволяющих оценить ферментативную активность, 
способность к ферментации углеводов, декарбоксилиро-
ванию аминокислот и росту при различных концентра-
циях NaCl.

Приготовление суспензии осуществлялось согласно 
инструкции производителя: колонии 18-24-часовой куль-
туры переносили в 0,45 % физиологический раствор до 
плотности 0,5 ед. по McFarland (прибор DensiChek Plus). 
После загрузки инокулята карты инкубировались при 35 
± 1 °C в течение 8–12 ч в автоматическом режиме. Си-
стема VITEK 2 автоматически регистрировала метаболи-
ческую активность по оптической плотности и сравни-
вала результаты с базой данных VITEK GN, формируя 
вероятностный индекс идентификации. Для каждого изо-
лята определяли положительные, отрицательные и нео-
пределённые реакции по стандартной панели биохимиче-
ских тестов (табл. 1). Таксономическая принадлежность 
к Vibrio cholerae подтверждалась при уровне вероятности 
не менее 95 % и оценке достоверности «отличная иден-
тификация».

Молекулярно-генетические исследования
ДНК выделяли из суточных бактериальных культур, 

выращенных на щелочном агаре, стандартным методом с 
использованием коммерческих наборов для бактериаль-
ной ДНК (аналогичных используемым в наборе «Ампли-
Сенс V. cholerae»), согласно инструкции производителя. 
Концентрацию и чистоту ДНК оценивали спектрофото-
метрически на NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, 
США, A260/A280). 

Для подтверждения видовой принадлежности и серо-
группы использовали наборы и праймеры, применяемые 
в лаборатории холеры ННЦООИ: видоспецифический ген 
ompA; ген серогруппы wbeN (O1); ген серогруппы wbfR 
(O139); гены вирулентности ctxA и tcpA.

Амплификацию проводили в объёме 25 мкл: 1× буфер, 
2,0–2,5 мМ MgCl₂, 200 мкМ каждого dNTP, 0,4 мкМ каж-
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дого праймера, 1,25 ЕД Taq-полимеразы и 50–100 нг ге-
номной ДНК. Типовой термопрофиль: 95 °C – 3 мин; 35 
циклов: 95 °C – 30 с, 55–58 °C (в зависимости от прайме-
ров) – 30 с, 72 °C – 45 с; финальная элонгация 72 °C – 5 
мин. Продукты разделяли в 1,5% агарозном геле, визуали-
зировали в УФ-свете. В каждую постановку вводили от-
рицательный контроль (H₂O) и положительные контроли: 
V. cholerae O1 El Tor 145 (p-1) и V. cholerae O139 МО-45, 
как и в исходном описании результатов [30].

Секвенирование и филогенетический анализ
Для филогенетического анализа амплифицировали 

участок гена 16S рРНК универсальными бактериальными 
праймерами 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 
и 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) (или их ла-
бораторными аналогами). Амплификация выполнялась 
в объёме 25 мкл с использованием набора DreamTaq 
Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, США). 
Очистку амплификатов проводили ферментативным ме-
тодом (ExoSAP-IT).

Секвенирование осуществляли по технологии Sanger 
в обоих направлениях на автоматическом секвенаторе 
Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher 
Scientific, США). Полученные хроматограммы всех 33 
штаммов Vibrio cholerae редактировали и обрезали по 
качеству в программе Chromas v2.6.6 (Technelysium Pty 
Ltd, Australia). Консенсус-последовательности экспорти-
ровали в формат FASTA для последующей обработки.

Редактирование и сборка последовательностей вы-
полнялись в BioEdit 7.2.5. Множественное выравни-
вание нуклеотидных последовательностей проводили 
с использованием алгоритма ClustalW в пакете MEGA 
7.0 [31] с параметрами: Gap Opening Penalty = 15, Gap 
Extension Penalty = 6.66, Delay Divergent Cutoff = 30 %. 
В качестве референтных последовательностей использо-
ваны штаммы Vibrio cholerae O1 El Tor, O139 и non-O1/
non-O139 из базы GenBank (NCBI), включая референсный 
штамм N16961 (Acc. No. AE003852).

Филогенетическое дерево строили методом Neighbor-
Joining (NJ) с использованием модели эволюции Tamura-
Nei и 1000 bootstrap-репликаций в программе MEGA 
7.0. Метод NJ выбран как оптимальный для анализа ну-
клеотидных данных без предположения о равномер-
ной скорости эволюции между последовательностями. 
Визуализацию и аннотацию филогенетического дерева 
проводили в онлайн-сервисе Interactive Tree Of Life v6.7 
(iTOL). Референтные последовательности обозначены се-
рым цветом, а исследуемые изоляты из Казахстана — си-
ним и зелёным, что соответствует выявленным класте-
рам A и B.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Экологические предпосылки циркуляции Vibrio 
cholerae

Оценка природно-климатических условий трёх ре-
гионов Казахстана показала, что наиболее благоприят-
ная среда для циркуляции холерного вибриона формиру-
ется в Туркестанской области. Здесь сочетание факторов 
– слабощёлочная реакция водоёмов, среднегодовая тем-
пература выше 10°C, высокая плотность населения, нали-

чие ирригационных и трансграничных водных систем – 
способствует устойчивому существованию V. cholerae в 
водной экосистеме. Западно-Казахстанская область (ЗКО) 
занимает второе место по степени экологической благо-
приятности. Водоёмы региона имеют рН 7,0–7,5 и гидро-
логическую связь с приграничными территориями, что 
также создаёт условия для длительной циркуляции воз-
будителя. В Мангистауской области, несмотря на схожие 
термогидрологические параметры и наличие солоновато-
водных акваторий, сравнительно низкая плотность насе-
ления ограничивает возможность активной антропоген-
ной передачи инфекции.

Микробиологические и биохимические характери-
стики изолятов

В ходе исследования выделено 33 штамма V. cholerae. 
Все изоляты имели положительную оксидазную реакцию 
и относились к I группе по классификации Хейберга. Те-
сты на декарбоксилазную активность на средах Мёллера 
показали, что штаммы декарбоксилируют лизин и орни-
тин, но не аргинин, что полностью соответствует биохи-
мическим свойствам типичных представителей V. cholerae 
O1 El Tor.

В результате исследований выделено 33 штамма Vibrio 
cholerae из природных и клинических источников трёх ре-
гионов Казахстана. Микроскопически все изоляты пред-
ставляли собой тонкие изогнутые грамотрицательные па-
лочки, активно подвижные, не образующие спор и капсул, 
с одним полярным жгутиком.

На питательных средах отмечены типичные культу-
ральные признаки: на TCBS агаре – желтые колонии ди-
аметром 2-3 мм, свидетельствующие о ферментации са-
харозы; на щелочном пептонном бульоне – рост в виде 
поверхностной плёнки; в МПБ – равномерное помутне-
ние. Все штаммы давали положительную реакцию на ок-
сидазу и отрицательную на каталазу, что подтверждает 
принадлежность к роду Vibrio.

Автоматизированный анализ на системе VITEK 2 
Compact 30 показал, что биохимические профили всех 33 
штаммов были практически идентичны. Зафиксированы 
положительные реакции на β-галактозидазу (ONPG), фер-
ментацию глюкозы, маннита и сахарозы, декарбоксилаз-
ную активность по лизину и орнитину, а также толерант-
ность к 6 % NaCl. Отрицательные результаты получены 
по уреазе, H₂S и гидролизу эскулина. Степень достовер-
ности идентификации составила 97%, что соответствует 
категории «отличная идентификация».

Серологическое исследование показало, что 28 из 33 
штаммов (84,8 %) принадлежат к серогруппе O1 El Tor, а 
5 штаммов (15,2 %) – к группе non-O1/non-O139. 

В целом фенотипические и биохимические свойства 
исследованных изолятов полностью соответствуют опи-
санным в международных руководствах характеристикам 
вида V. cholerae O1 El Tor, что подтверждает стабильность 
и воспроизводимость его популяционных признаков в 
природных очагах Казахстана.

Молекулярно-генетические особенности изолятов 
(редакция с аннотациями)

Для молекулярно-генетического анализа было ото-
брано 33 изолята V. cholerae, в том числе 18 – из Тур-
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кестанской области, 9 – из Мангистауской и 6 – из За-
падно-Казахстанской. Все образцы были закодированы 
и исследованы методом ПЦР с использованием прайме-
ров к видам- и серогруппоспецифическим генам (ompA, 
wbeN, wbfR), а также генам вирулентности (ctxA, tcpA). 
Результаты подтверждены электрофорезом продуктов ам-
плификации, что позволило провести сравнительный ана-
лиз серогрупповой принадлежности и токсигенности вы-
деленных штаммов.

Серогрупповая принадлежность штаммов
Изучение молекулярно-генетических особенностей 

штаммов холерного вибриона необходимо для определе-
ния токсигенности и вирулентности штамма, что в свою 
очередь является важным звеном в эпидемиологическом 
мониторинге данной инфекции. 

В настоящее время определено, что маркерами виру-
лентности являются ген ctxA, обеспечивающий синтез хо-
лерного токсина, и ген tcpA, обеспечивающий адгезию. 
Ген toxR поддерживает экспрессию генов ctxA и tcpA. 

Всего для изучения молекулярно-генетических осо-
бенностей холерного вибриона было отобрано и иссле-
довано 18 штаммов V. cholerae, выделенных от людей и 
из объектов окружающей среды ЮКО, 9 штаммов из 
Мангыстауской области и 6 штаммов, выделенных в За-
падно-Казахстанской области (ЗКО). 

Целью анализа было определить наличие у них се-
рогруппоспецифических генов ompA, wbeN и wbfR, под-
тверждающих принадлежность к серогруппе O1. Все 33 
штамма были закодированы для удобства при проведе-
нии ПЦР. Результаты амплификации представлены в та-
блице 1.

 Как видно из данных таблицы, большинство выделен-
ных штаммов относятся к серогруппе O1 El Tor. Доля ток-
сигенных изолятов (наличие ctxA и tcpA) составила 39,4 
%, что свидетельствует о сохранении циркуляции пато-

генных форм V. cholerae в природных очагах. Наиболь-
шая распространённость токсигенных штаммов отмечена 
в Туркестанской области, что коррелирует с её благопри-
ятными экологическими условиями.

На рисунке 1 представлены результаты гель электро-
фореза продуктов амплификации штаммов V. cholerae O1 
El Tor, выделенных в Туркестанской области. 

Все изученные штаммы Туркестанской области обла-
дали тремя целевыми генами, что подтверждает их при-
надлежность к серогруппе V. cholerae O1. Исключение 
составили изоляты № KZ-Tur-2, KZ-Tur-6 и KZ-Tur-9, у 
которых отсутствовал wbeN, – они отнесены к серогруппе 
V. cholerae non-O1.

На рисунке 2 показаны результаты электрофореза 
штаммов, выделенных в Мангистауской и Западно-Казах-
станской областях. Анализ проводился аналогично преды-
дущему, с использованием тех же праймеров.

Из 15 штаммов Мангистауской и Западно-Казахстан-
ской областей все имели гены wbeN, ompA и wbfR, за ис-
ключением изолята № KZ-MGT-9, у которого отсутство-
вал wbeN.

Таблица 1. Результаты ПЦР-анализа штаммов V. cholerae по регионам Казахстана

Область
Всего V. cholerae O1 

(wbeN+)
V. cholerae non-O1 

(wbeN–) ctxA⁺ tcpA⁺

Туркестанская 18 

KZ-Tur-1, KZ-Tur-3, 
KZ-Tur-4, KZ-Tur-5, 
KZ-Tur-7, KZ-Tur-8, 

KZ-Tur-10, KZ-
Tur-11, KZ-Tur-12, 

KZ-Tur-13, KZ-
Tur-14, KZ-Tur-15, 

KZ-Tur-16, KZ-
Tur-17, KZ-Tur-18

KZ-Tur-2, KZ-Tur-6, 
KZ-Tur-9

KZ-Tur-7, KZ-
Tur-11, KZ-Tur-12, 

KZ-Tur-13, KZ-
Tur-14, KZ-Tur-15, 

KZ-Tur-16, KZ-
Tur-17, KZ-Tur-18

KZ-Tur-7, KZ-
Tur-11, KZ-Tur-12, 

KZ-Tur-13, KZ-
Tur-14, KZ-Tur-15, 

KZ-Tur-16, KZ-
Tur-17, KZ-Tur-18

Мангистауская 9 

KZ-Mgt-1, KZ-
Mgt-2, KZ-Mgt-3, 

KZ-Mgt-4, KZ-
Mgt-5, KZ-Mgt-6, 

KZ-Mgt-7, KZ-Mgt-8

KZ-Mgt-9
KZ-Mgt-3, KZ-

Mgt-5, KZ-Mgt-6, 
KZ-Mgt-8

KZ-Mgt-2, KZ-
Mgt-3, KZ-Mgt-4, 

KZ-Mgt-5,

KZ-Mgt-6,

KZ-Mgt-8

Западно-
Казахстанская 6 

KZ-Wkr-1, KZ-
Wkr-2, KZ-Wkr-3, 

KZ-Wkr-4, KZ-
Wkr-5, KZ-Wkr-6

– – KZ-Wkr-2

Рисунок 1 – Результаты электрофореза продуктов амплифика-
ции штаммов V. cholerae O1

El Tor, выделенных в Туркестанской области, где: М – маркер 
молекулярного веса; 1-18 – штаммы V. cholerae O1 El Tor; 19 
– отрицательный контроль (вода); 20 – положительный кон-
троль (V. cholerae O1 El Tor 145 (р-1)); 21 – положительный 

контроль (V. cholerae O139 МО-45)
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Такми образом, результаты электрофореза продуктов 
амплификации 33 штаммов V. cholerae O1 El Tor, выде-
ленных из трех областей, показали, что все изученные 
штаммы обладали генами wbeN, ompA, wbfR и принад-
лежали V. cholerae O1 серогруппе, за исключением че-
тырех штаммов под кодом № KZ-Tur-2, KZ-Tur-6 и KZ-
Tur-9 и KZ-Mgt-9, которые принадлежат к V. cholerae non 
O1 серогруппе. Это подтверждает доминирование серо-
группы O1 в данных регионах и единичное присутствие 
non-O1 форм.

Определение токсигенности и вирулентности 
штаммов

Дополнительно для определения к принадлежности к 
группе О1 (контроль) и определения вирулентности (ток-
сигенности) изучаемых всех 33-х изолятов V. cholerae вы-
полнена амплификация генов wbeN, ctxA и tcpA. На ри-
сунках 3, 4 и 5 приведены результаты электрофореза, 
демонстрирующие наличие указанных маркеров у иссле-
дованных штаммов. 

Большинство штаммов имели отчётливые полосы ам-
пликона гена wbeN, что подтверждает принадлежность к 
серогруппе O1. Отсутствие сигнала у немногих образцов 
(KZ-Tur-2, KZ-Tur-6 и KZ-Tur-9 и KZ-Mgt-9) согласуется 
с ранее выявленными non-O1 вариантами.

Амплификация гена ctxA (кодирующего субъединицу 
A холерного токсина) выявлена у 13 штаммов (KZ-Tur-7, 
KZ-Tur-11, KZ-Tur-12, KZ-Tur-13, KZ-Tur-14, KZ-Tur-15, 
KZ-Tur-16, KZ-Tur-17, KZ-Tur-18, KZ-Mgt-3, KZ-Mgt-5, 
KZ-Mgt-6 и KZ-Mgt-8), что указывает на наличие токси-
генных форм V. cholerae только в двух регионах Казах-
стана (Туркестанская и Мангистауская области).

Ген tcpA, ответственный за формирование пилей коло-
низации и адгезию к эпителиальным клеткам, присутство-
вал у 13 штаммов, содержащих ctxA (KZ-Tur-7, KZ-Tur-11, 
KZ-Tur-12, KZ-Tur-13, KZ-Tur-14, KZ-Tur-15, KZ-Tur-16, 
KZ-Tur-17, KZ-Tur-18, KZ-Mgt-3, KZ-Mgt-5, KZ-Mgt-6 и 
KZ-Mgt-8) и у пяти штаммов не содержащих ctxA (KZ-
Mgt-2, KZ-Mgt-5, KZ-Mgt-6, KZ-Mgt-8 и KZ-Wkr-2). Это 
подтверждает наличие комплексного токсигенного и адге-
зивного потенциала у части популяции V. cholerae.

Таким образом, результаты молекулярного анализа де-
монстрируют, что на территории Казахстана циркулируют 
как токсигенные, так и авирулентные штаммы V. cholerae 
O1 El Tor. Выявленные соотношения генотипов (ctxA⁺, 
tcpA⁺) превышает 40 %. Это подтверждает участие изу-
ченных штаммов в глобальной генетической линии El Tor 
и подчёркивает необходимость систематического моле-
кулярного надзора с применением методов MLST, SNP 
и WGS.

Подтверждение генов вирулентности методом ПЦР 
РВ (qPCR)

Рисунок 2 – Результаты электрофореза продуктов амплифика-
ции штаммов V. cholerae O1 

El Tor, выделенных в Мангистауской и Западно-Казахстанской 
областях, где: М – маркер молекулярного веса; 1-9 – Манги-

стауская обл.; 10-15 – ЗКО; 16 – отрицательный контроль; 17 – 
положительный контроль (V. cholerae O1 El Tor 145 (р-1)); 18 – 

положительный контроль (V. cholerae O139 МО-45)

Рисунок 3 – Результаты электрофореза продуктов амплификации штаммов V. cholerae O1 El Tor (ген 
wbeN).* М – маркер молекулярного веса; 1-18 – Туркестанская область; 19-27 – Мангистауская область; 28-
33 – ЗКО; 34 – отрицательный контроль; 35 – положительный контроль (V. cholerae O1 El Tor 145 (р-1)); 36 

– положительный контроль (V. cholerae O139 МО-45)

Рисунок 4 – Результаты электрофореза продуктов амплификации штаммов V. cholerae O1 El Tor (ген ctxA), 
где: М – маркер молекулярного веса; 1-18 – Туркестанская область; 19-27 – Мангистауская область; 28-33 
– ЗКО; 34 – отрицательный контроль; 35 – положительный контроль (V. cholerae O1 El Tor 145 (р-1)); 36 – 

положительный контроль (V. cholerae O139 МО-45).
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Для подтверждения результатов классической 
ПЦР-амплификации и количественной оценки экспрес-
сии генов вирулентности (ctxA, tcpA, toxR) применён ме-
тод ПЦР в реальном времени (qPCR) с использованием 
системы CFX96 (Bio-Rad, USA).

Амплификация выполнялась в объёме 25 мкл, вклю-
чающем 12,5 мкл 2× qPCR Master Mix (SYBR Green), 0,5 
мкл каждого праймера (10 мкМ), 2 мкл ДНК-матрицы и 
9,5 мкл деионизированной воды. Условия реакции: пред-
варительная денатурация при 95 °C – 3 мин; 40 циклов 
(95 °C – 15 с, 60 °C – 30 с, 72 °C – 30 с). Контрольные 
штаммы: V. cholerae O1 El Tor 145 (р-1) – положительный, 
Escherichia coli ATCC 25922 – отрицательный.

Амплификационные кривые анализировались с ис-
пользованием программного обеспечения Bio-Rad CFX 
Manager 3.1. Из 33 штаммов 13 (39,4 %) показали поло-
жительный сигнал по генам ctxA и tcpA, что полностью 
совпадает с результатами классической ПЦР. Ген toxR вы-
явлен у всех образцов, что подтверждает сохранение кон-
сервативного регуляторного механизма экспрессии виру-
лентности на рисунке 6.

Таким образом, полученные результаты свидетель-
ствуют о высокой согласованности между классической 
ПЦР и qPCR-тестированием. Использование ПЦР в ре-
альном времени позволило количественно подтвердить 
наличие ключевых генов вирулентности и повысить чув-
ствительность диагностики. 

Филогенетический анализ и паспортизация штам-
мов Vibrio cholerae

Для углублённой оценки генетического разнообразия 

и эволюционных взаимосвязей возбудителя холеры про-
ведён филогенетический анализ всех 33 штаммов Vibrio 
cholerae, выделенных на территории Казахстана в период 
с 1995 по 2016 годы. В исследование вошли изоляты, по-
лученные как из клинических проб, так и из объектов 
окружающей среды (поверхностные и сточные воды), 
что позволило отразить как эпидемиологическую, так и 
экологическую составляющие циркуляции возбудителя.

Штаммы представляли три ключевых региона, энде-
мичных по холере: Туркестанскую, Мангыстаускую и За-
падно-Казахстанскую области Республики Казахстан. Та-
кой выбор обеспечил репрезентативность популяции и 
возможность выявления региональных различий в гене-
тической структуре вибрионов. Нуклеотидные последо-
вательности фрагмента гена 16S рРНК использованы в 
качестве филогенетического маркера, так как данный ген 
является консервативным элементом прокариотического 
генома, широко применяемым для таксономической иден-
тификации и анализа эволюционной близости бактерий.

Амплифицированные и секвенированные фрагменты 
были очищены и собраны в консенсус-последовательно-
сти, после чего выравнивание проведено с использова-
нием алгоритма ClustalW в программе MEGA 7.0 [31]. Для 
построения дерева использовался метод Neighbor-Joining 
(NJ) с моделью Tamura–Nei и 1000 bootstrap-репликаци-
ями для оценки статистической надёжности кластеров.

В качестве референтных последовательностей при-
менены данные из базы GenBank, включающие штаммы 
Vibrio cholerae O1 El Tor, O139 и non-O1/non-O139, в том 
числе референсный штамм N16961 (Acc. No. AE003852). 
Визуализация и аннотирование филогенетического дерева 
выполнены в онлайн-сервисе Interactive Tree of Life v6.7 
(iTOL) (рисунок 7).

Полученные результаты показали, что исследован-
ные изоляты V. cholerae обладают высокой степенью ну-
клеотидного сходства: значения идентичности в парных 
сравнениях варьировали в диапазоне 99,3-100 %, что ука-
зывает на генетическую стабильность популяции возбу-
дителя в пределах изучаемого временного и географиче-
ского диапазона.

Филогенетический анализ позволил выделить две 
чётко выраженные эволюционные линии – кластеры A и 
B, отражающие внутривидовую структуру казахстанских 
изолятов:

Кластер A включает большинство штаммов, выделен-

Рисунок 5 – Результаты электрофореза продуктов амплификации штаммов V. cholerae O1 El Tor (ген tcpA), 
где: М – маркер молекулярного веса; 1-18 – Туркестанская область; 19-27 – Мангистауская область; 28-33 

– ЗКО; 34 – отрицательный контроль; 35 – положительный контроль (V. cholerae O1 El Tor 145 (р-1)).

Рисунок 6 – Амплификационные кривые ПЦР в реальном вре-
мени для генов ctxA и tcpA у штаммов Vibrio cholerae
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ных в Туркестанской и Западно-Казахстанской областях. 
Внутри этого кластера наблюдается незначительная вну-
тригрупповая вариабельность, представленная рядом ко-
ротких подветвей, что может указывать на существова-
ние устойчивых локальных популяций, адаптированных 
к разным экологическим нишам (водоёмы, антропоген-
ные сточные системы).

Кластер B объединяет штаммы из Мангыстауской об-
ласти, характеризующиеся высокой степенью генетиче-
ской однородности и формирующие монофилетическую 
группу без разветвлений, что типично для изолятов, дли-
тельно циркулирующих в ограниченной водной экоси-
стеме Каспийского региона.

Полученные данные позволяют предположить, что 
циркулирующие на территории Казахстана штаммы V. 
cholerae O1 El Tor происходят от общего предка, пред-
ставленного одной или несколькими устойчивыми кло-
нальными линиями, которые длительно сохраняются в 
природных водоёмах с эпизодическим вовлечением че-
ловека и животных в эпидемический процесс.

Использование гена 16S рРНК в качестве филоге-
нетического маркера оправдано для первичного уровня 
анализа, направленного на установление видовой при-
надлежности, степени внутривидовой гомологии и пред-
варительного выявления возможных эпидемиологических 
связей. В то же время следует учитывать, что 16S рРНК 
обладает ограниченной дискриминационной способно-
стью и не позволяет с высокой точностью различать вспы-
шечные или клональные варианты внутри вида.

Для дальнейшего уточнения филогенетических и 
эпидемиологических взаимосвязей между штаммами 
V. cholerae целесообразно проведение много-локусного 
секвенирования (MLST), анализа вариабельных тандем-
ных повторов (MLVA) и полногеномного секвенирования 
(WGS). Применение этих подходов позволит оценить ско-
рость микроэволюционных процессов, картировать пути 
заноса возбудителя и сформировать основу для нацио-
нального геномного надзора за холерой в Казахстане.

Таким образом, филогенетический анализ 33 изоля-
тов V. cholerae O1 El Tor, выделенных из трёх эндемич-
ных регионов Казахстана, показал наличие двух устой-
чивых кластеров (A и B), характеризующихся высокой 
степенью внутривидового сходства (99,3-100 %) и огра-
ниченной эволюционной дивергенцией. Эти данные под-
тверждают гипотезу о длительной циркуляции клонально 
родственных линий El Tor на территории страны и сви-
детельствуют о сохранении общей эволюционной основы 
пандемических изолятов.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведённый анализ 16S рРНК позволил выявить вы-
сокую степень гомологии между исследованными штам-
мами (99.3-100 %), что соответствует результатам за-
рубежных исследований, демонстрирующих низкую 
внутрилинейную вариабельность El Tor-штаммов [3, 8, 
9]. В работе Johura et al. (2022) показано, что большин-
ство современных пандемических изолятов принадлежат 
к ограниченному числу клональных линий с минималь-
ными SNP-вариациями [1].

Серологическое исследование показало, что 28 из 33 
штаммов (84,8 %) принадлежат к серогруппе O1 El Tor, а 
5 штаммов (15,2 %) – к группе non-O1/non-O139. Полу-
ченные данные согласуются с результатами других авто-
ров, указывающих на сохранение циркуляции пандеми-
ческого биотипа El Tor в Казахстане при одновременном 
присутствии авирулентных форм в естественных водоё-
мах [14, 16].

В целом фенотипические и биохимические свойства 
исследованных изолятов полностью соответствуют опи-
санным в международных руководствах характеристикам 
вида Vibrio cholerae O1 El Tor, что подтверждает стабиль-
ность и воспроизводимость его популяционных призна-
ков в природных очагах Казахстана [Hasan и др., 2010; 
Johura и др., 2022].

Результаты молекулярного анализа демонстрируют, 
что на территории Казахстана циркулируют как токси-

Рисунок 7 – Филогенетическое дерево 33 штаммов Vibrio cholerae, выделенных на территории Ка-
захстана (метод Neighbor-Joining, модель Tamura-Nei, MEGA 7.0): а – ветвящееся дерево; б – ради-

альное дерево
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генные, так и авирулентные штаммы V. cholerae O1 El Tor. 
Выявленные соотношения генотипов (ctxA⁺, tcpA⁺) сопо-
ставимы с данными, полученными в Индии, Бангладеш 
и России, где доля токсигенных изолятов также не пре-
вышает 40 % [13, 16]. Это подтверждает участие Казах-
станских штаммов в глобальной генетической линии El 
Tor и подчёркивает необходимость систематического мо-
лекулярного надзора с применением методов MLST, SNP 
и WGS.

Сравнение последовательностей показало наличие 
единичных однонуклеотидных замен (SNP) в вариабель-
ных участках гена 16S рРНК, преимущественно в пози-
циях 230-270 и 1060-1130, что не влияет на структуру 
вторичных спиралей и не изменяет филогенетическое по-
ложение штаммов. Подобная стабильность генома согла-
суется с результатами зарубежных исследований, где со-
общалось о клональном характере пандемических линий 
El Tor, сохраняющих генетическую идентичность при ши-
рокой географической распространённости [32].

Филогенетическое дерево, построенное методом 
Neighbor-Joining, позволило выделить два устойчивых 
кластера (A и B), что согласуется с ранее описанными 
группами El Tor в Юго-Восточной Азии и России [4, 6, 
10]. Отсутствие строгой географической структуры вну-
три кластеров типично для водных вибрионов с высокой 
способностью к горизонтальному переносу генов и дли-
тельному существованию в водных резервуарах [11].

Результаты Liao et al. (2018) показали аналогичные 
закономерности при сравнении штаммов из провинции 
Юньнань (КНР), где применение MLST и MLVA также 
выявило ограниченные различия [12]. В исследованиях 
Сагиева и соавт. (2018) и Тойжанова и соавт. (2023) со-
общалось о сохранении устойчивых линий возбудителя 
в Казахстане при периодических завозных случаях хо-
леры [16, 33]. Наши данные подтверждают гипотезу о 
длительной циркуляции клонально родственных штам-
мов V. cholerae O1 El Tor в природных очагах Казахстана.

Следует подчеркнуть, что анализ единственного кон-
сервативного гена 16S рРНК имеет ограниченные возмож-
ности для установления эпидемиологических связей. Для 
более точной оценки родства штаммов и выявления воз-
можных вспышечных линий необходимы исследования с 
использованием много-локусных схем (MLST, cgMLST) и 
полногеномного секвенирования (WGS) [9, 11, 13].

Таким образом, результаты настоящего исследова-
ния дополняют существующие данные по циркуляции V. 
cholerae в Казахстане и подтверждают наличие генети-
чески стабильных линий биовара El Tor и необходимы 
WGS-исследования [34, 35], что должно учитываться при 
формировании стратегии национального эпидемиологи-
ческого надзора и лабораторного мониторинга холеры.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследованы 33 штамма V. cholerae, выделенных в За-
падно-Казахстанской, Мангистауской и Туркестанской об-
ластях, дополнительно к фенотипическому использована 
биохимическая идентификация с использованием совре-
менной автоматизированной системы VITEK 2 Compact 
30 (bioMérieux, США). Полученные профили соответство-

вали типичным признакам V. cholerae O1 El Tor: поло-
жительная оксидазная реакция, ферментация глюкозы и 
сахарозы, толерантность к 6,0% NaCl. Точность иденти-
фикации составила 97,0%.

Проведённый сравнительный молекулярно-генетиче-
ский анализ штаммов Vibrio cholerae O1 El Tor, выделен-
ных из различных регионов Казахстана, показал их вы-
сокую степень генетического сходства (99,3-100 %), что 
указывает на стабильность клональных линий возбуди-
теля и их длительную циркуляцию в природных водных 
экосистемах. Отсутствие чёткой географической диффе-
ренциации при филогенетическом анализе подтверждает 
гипотезу о сохранении в Казахстане устойчивых эндемич-
ных линий V. cholerae, вероятно, поддерживаемых при-
родными и антропогенными факторами.

Выявленные два основных филогенетических кла-
стера (A и B) отражают ограниченную внутривидовую ва-
риабельность биовара El Tor и соответствуют глобальным 
закономерностям распределения пандемических линий. 
Эти данные согласуются с результатами исследований, 
проведённых в странах Центральной и Юго-Восточной 
Азии, где схожие типы El Tor-штаммов сохраняются на 
протяжении десятилетий.

Полученные результаты подчёркивают необходимость 
дальнейшего применения высокоинформативных методов 
генетической типизации – MLST, MLVA и полногеном-
ного секвенирования (WGS) – для уточнения филогенети-
ческих связей, выявления новых мутаций, ассоциирован-
ных с вирулентностью и антибиотикорезистентностью, а 
также для построения более детальной картины эволю-
ции возбудителя. Практическое значение работы заклю-
чается в том, что результаты могут служить основой для 
совершенствования систем молекулярного эпидемиоло-
гического надзора и разработки национальных стратегий 
профилактики холеры, включая создание специфичных 
диагностических тестов и мониторинг циркулирующих 
линий V. cholerae в водных объектах Казахстана.
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ABSTRACT

Cholera is an acute anthroponotic infection caused by Vibrio cholerae, characterized by severe diarrhea and dehydration. 
Despite advances in public health and sanitation, cholera remains a major global health concern, particularly in Asia and 
Africa. In Kazakhstan, the pathogen is periodically detected in surface and wastewater, emphasizing the need for continuous 
molecular surveillance. The study included 33 isolates of Vibrio cholerae obtained from the West Kazakhstan, Mangystau, and 
Turkestan regions of the Republic of Kazakhstan. Phenotypic and biochemical identification was performed using the VITEK 
2 Compact 30 automated system (bioMérieux, USA), achieving 97,0 % accuracy. The aim of this research was to perform 
a comparative phylogenetic analysis based on sequencing of the 16S rRNA gene fragment and construction of phylogenetic 
trees using the Neighbor-Joining method in MEGA 7.0. The results demonstrated a high level of nucleotide identity among the 
isolates (99.3-100,0 %), indicating strong genetic conservatism and prolonged circulation of clonally related El Tor lineages 
in Kazakhstan. Phylogenetic reconstruction revealed two stable clusters (A and B) with limited intraspecific variability and 
no clear geographical differentiation. The study concludes that 16S rRNA sequencing is useful for primary identification of V. 
cholerae strains, but higher-resolution approaches such as MLST, MLVA, or WGS are required for fine-scale epidemiological 
and evolutionary characterization.

Keywords: Vibrio cholerae, strain, VITEK, genotype, phylogeny, analysis.
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ТҮЙІН 

Холера – Vibrio cholerae бактериясы тудыратын жіті антропоноздық инфекция, ауыр диарея және сусызданумен 
сипатталады. Санитариялық-эпидемиологиялық шаралардың жетілдірілуіне қарамастан, холера әлемдік денсаулық 
сақтау жүйесі үшін өзекті мәселе болып қала береді, әсіресе Азия мен Африка аймақтарында. Қазақстан аумағында 
қоздырғыш мезгіл-мезгіл ашық және сарқынды сулардан анықталып, тұрақты молекулалық-генетикалық монито-
рингті қажет етеді. Зерттеу барысында Қазақстан Республикасының Батыс Қазақстан, Маңғыстау және Түркістан об-
лыстарынан алынған V. cholerae-нің 33 штаммы зерттелді. Фенотиптік және биохимиялық идентификация VITEK 2 
Compact 30 (bioMérieux, АҚШ) автоматтандырылған жүйесі арқылы жүргізілді, сәйкестік деңгейі – 97 %. Зерттеудің 
мақсаты – 16S рРНҚ генінің фрагментін секвенирлеу нәтижелері негізінде филогенетикалық салыстырмалы талдау 
жүргізіп, MEGA 7.0 бағдарламасында Neighbor-Joining әдісі арқылы филогенетикалық ағаш құру болды. Нәтижелер 
штаммдар арасындағы жоғары нуклеотидтік ұқсастықты (99,3–100 %) көрсетті, бұл El Tor биоварының генетикалық 
тұрақтылығын және Қазақстан аумағында оның ұзақ мерзімді айналымын дәлелдейді. Филогенетикалық талдау екі 
тұрақты кластерді (A және B) анықтады, олардың арасында айқын географиялық айырмашылық байқалмады. 16S рРНҚ 
талдауы V. cholerae штаммдарының бастапқы идентификациясы үшін тиімді болғанымен, эпидемиологиялық байланы-
старды нақтылау үшін жоғары дәлдіктегі әдістер – MLST, MLVA немесе WGS қолданылуы қажет деп қорытындыланды.

Кілт сөздер: Vibrio cholerae, штамм, VITEK, генотип, филогенез, талдау.
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