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Изучены 34 штамма V. cholerae, выделенных на территории Казахстана в период с 2013 по 2015 гг. Выявлена 
атипичность водных штаммов V. cholerae O1 по агглютинабельности холерными сыворотками (25 %) и по 
отношению к холерным фагам (83,3 %), определён уровень антибиотикочувствительности. Преобладающее 
большинство штаммов V. cholerae (85,3 %) были чувствительными к антибиотикам: ципрофлоксацину, 
эритромицину, гентамицину, полимиксину, стрептомицину, ампициллину, тетрациклину, доксициклину, 
левомицетину. 
Молекулярно-генетический метод позволил провести окончательную идентификацию всех культур: было 
определено, что три слабоагглютинирующиеся изоляты относятся к V. cholerae non-О1, а также то, что один 
штамм, первоначально отнесенный к серогруппе non О1, не относился к виду V. cholerae. В результате была 
проведена коррекция данных о выделении штаммов. Всего за исследуемые годы были выделены 33 штамма 
V. cholerae, из них 10 культур О1 серогруппы и 23 – non-О1 серогруппы.
Применение ПЦР позволило корректировать фенотипическую идентификацию штаммов, что подтверждает 
высокую эффективность использования комплексного метода исследования. Комплексный подход с 
применением молекулярно-генетических методов исследования необходим при исследовании атипичных 
изолятов холерных вибрионов для своевременного обнаружения холерных вибрионов, проведения 
противоэпидемических и профилактических мероприятий.
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In the Republic of Kazakhstan there are three types of areas with different cholera infection risk levels for people. 
Within cholera epidemiological surveillance the cholera strains are annually isolated from people and the environment. 
In this research, we studied the cholera strains isolated in Kazakhstan for 2013–2015 and they were selected for this 
study. All cholera strains were locally isolated from people and the environment except one toxigenic imported strain 
of V. cholerae O1 Inaba which had genes of ctxAB, tcpA. The study showed that there were V. cholerae strains which 
were atypical by their agglutination abilities and sensitivity to cholera phages. It can complicate the cholera laboratory 
diagnostics especially the diagnostics of V. cholerae О1 and for timely recognition of cholera it is necessary to carry out 
the diagnostics combined with molecular and genetic methods. For the study of antibiotic sensitivity or resistance we 
use eight antibacterial preparations. Cholera strains isolated in Kazakhstan did not have antibiotic resistance to the 
studied preparations. But the cholera strain brought from Pakistan was resistant to ciprofloxacin. The lack of strong 
resistance of local strains to the antibacterial drugs studied is encouraging in terms of conducting aetiotropic therapy. 
However, the possibility of entering of antibiotic-resistant strains into Kazakhstan obliges regularly to monitor strains 
for their sensitivity to antibacterial drugs.
Key words: cholera, microbiology, genes, antibacterial preparations, strains

ВВЕДЕНИЕ

В соответствии с Международной статистической 
классификацией болезней и проблем, связанных со 
здоровьем (МКБ-10), холера кодируется следующим 
образом: АОО – холера; АОО.0 – холера, вызванная 
Vibrio cholerae O1; АОО.1 – холера, вызванная холер-
ным вибрионом Vibrio cholerae O1, биовар Eltor; АОО.9 
– холера неуточнённая. Согласно Санитарным прави-
лам Республики Казахстан (РК) № 131 от 25.02.2015, 
возбудителями холеры являются эпидемически зна-
чимые, содержащие гены холерного токсина (ctxAB+) 
и токсинкорегулируемых пилей (tcpA+) холерные 
вибрионы О1 серогруппы, биоваров V. cholerae cholerae 
и V. cholerae Eltor, а также V. cholerae О139 серогруппы. 

Эпидемиологический мониторинг холеры в Ре-
спублике Казахстан (РК) осуществляется в соответ-
ствии с Постановлением Главного государственного 
санитарного врача «О санитарно-противоэпидемиче-
ских и санитарно-профилактических мероприятиях в 
РК по холере» № 21 от 27.11.2015 г. С мая по сентябрь 
проводятся исследования воды поверхностных водо-
ёмов в санитарно-защитных зонах водозаборов для 
питьевого и хозяйственно-бытового водоснабжения, 
в местах сброса сточных вод, организованного ре-
креационного водопользования, а также исследова-
ния клинического материала от больных острыми 
кишечными инфекциями и других контингентов, 
подлежащих обследованию на холеру.
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Холера не является эндемичным заболеванием 
для Казахстана, однако в некоторых регионах суще-
ствуют экологические и социальные условия для 
циркуляции холерного вибриона в объектах окру-
жающей среды с возможностью заражения людей и 
возникновения вспышек заболеваний [2, 3].

На основании районирования территории по ти-
пам эпидемических проявлений холеры в Казахстане 
определены три типа по комплексу социальных и 
экологических факторов, обуславливающих риск рас-
пространения холеры среди населения [2, 3] (рис. 1).

На территориях I типа ежегодно отмечается 
выделение нетоксигенных холерных вибрионов из 
объектов окружающей среды, а уровень регистрации 
больных людей кишечными инфекциями, обуслов-
ленными V. cholerae, изменяется по годам. На террито-
риях II и III типа, как правило, выделение культур из 
объектов внешней среды и регистрация заболевания 
людей данной инфекцией отмечаются редко [2, 3].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ свойств штаммов холерного вибриона, 
выделенных в период с 2013 по 2015 гг. с целью 
совершенствования лабораторного мониторинга 
холеры в Казахстане.

МЕТОДЫ И МАТЕРИАЛЫ 

В работе использованы 34 штамма холерного 
вибриона, выделенные от людей и из объектов 
окружающей среды на территории Казахстана при 
лабораторном мониторинге в период 2013–2015 гг. 
по результатам первичной идентификации.

Использованы первичные документы (паспорта 
штаммов, журналы идентификации культур). Отбор 
проб проводился еженедельно с мая по сентябрь. 

Проводилось изучение культурально-морфологи-
ческих, биохимических, серологических свойств 
холерных вибрионов, а также их чувствительность 
к бактериофагам С, Эльтор, согласно методическим 
указаниям [1].

Для изучения агглютинабельности вибрионов хо-
лерными сыворотками использовали сыворотку диа-
гностическую холерную О1 адсорбированную сухую 
производства Иркутского научно-исследовательского 
противочумного института Сибири и Дальнего Восто-
ка Роспотребнадзора (серия 222), сыворотку диагно-
стическую холерную Огава адсорбированную сухую 
для реакции агглютинации производства Иркутского 
научно-исследовательского противочумного инсти-
тута Сибири и Дальнего Востока Роспотребнадзора 
(серия 186), сыворотку диагностическую холерную 
Инаба для реакции агглютинации производства 
ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» (серия 79). Скрининг на 
возможную принадлежность к серовару 0139 прово-
дили с помощью сыворотки диагностической холер-
ной не-О1 группы О139 адсорбированной кроличьей 
для реакции агглютинации на стекле производства 
ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» (серия 86). Фаголизабель-
ность культур изучали по методу Грациа на агаре 
Хоттингера. Для работы использовали бактериофаги 
диагностические холерные классический и эльтор 
производства ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» (серия 52). 

Для молекулярно-генетической идентификации 
штаммов и обнаружения маркеров токсигенности 
и принадлежности к биовару Eltor и серогруппам 
О1 и О139 (ctxA, tcpA, hly, wbeT, wbfR) использовали 
тест-системы АмплиСенс Vibrio cholerae-FL (ФБУН 
«ЦНИИЭ» Роспотребнадзора, г. Москва; регистрацион-
ный номер R-B53 (RG) FSR 2011/1113 от 27.05.2015) 
и экспериментальные тест-системы, разработан-

Рис. 1. Дифференциация территории Казахстана по степени распространения холеры среди населения.
Fig. 1. Differentiation of Kazakhstan territory by risk of cholera spreading among the population.
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ные Казахским научным центром карантинных и 
зоонозных инфекций им. М. Айкимбаева для детекции 
генов wbfR, ompA, wbeN. Амплификацию штаммов 
проводили на аппарате Rotor Gene 6000. 

Исследование проводилось классической по-
лимеразной цепной реакцией по утверждённой 
методике [1]. 

Результаты оценивались по следующей схеме:
1. Наличие генов ompA и hly свидетельствует о 

присутствии в пробе хромосомной ДНК V. cholerae. 
2. Наличие гена wbeN свидетельствует о присут-

ствии в пробе ДНК V. cholerae серогруппы О1.
3. Наличие гена wbfR свидетельствует о присут-

ствии в пробе ДНК V. cholerae серогруппы О139.
4. Наличие генов вирулентности ctxA и tcpA 

свидетельствует о токсигенности и эпидемической 
значимости штаммов.

Для определения чувствительности штаммов 
холерного вибриона к антибактериальным препа-
ратам диско-диффузионным методом использовали 
среду Мюллера – Хинтона (Mueller – Hinton Agar, HI 
MEDIA, REF M173-500G, NOV 2019, LOT 0000248260), 
стандартную взвесь штаммов, соответствующую 
по плотности 0,5 по стандарту МакФарланда и со-
держащую 1,5 × 108 КОЕ/мл. Для контроля качества 
питательной среды и антибактериальных препаратов 
использовали референтные штаммы American Type 
Culture Collection: Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Escherichia coli ATCC 24922 [1, 4, 5]. Использовались 
9 антибактериальных препаратов (индикаторные ди-
ски, годные до 07–09.2017 г.): ципрофлоксацин 5 мкг, 
эритромицин 15 мкг, гентамицин 10 мкг, полимиксин 
300 мкг, стрептомицин 300 мкг (серия ТУ 9398-001-
39484474-2000), ампициллин 10 мкг (серия 13), 
тетрациклин 30 мкг (серия 10), доксициклин 30 мкг 
(серия 09), левомицетин 30 мкг (серия 05), – произ-
водства ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии 
имени Пастера, Россия. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В период с 2013 по 2015 гг. при исследовании 
13338 проб от людей и из объектов окружающей 
среды в Западно-Казахстанской, Кызылординской, 
Южно-Казахстанской, Атырауской (I тип) и Акмо-
линской (III тип) областях было выделено 34 штамма 
V. cholerae (табл. 1). От людей выделены 22 штамма 
V. cholerae (64,7 % от всего количества выделенных 
штаммов). В 2014 г. зарегистрирован завоз холеры 
(штамм V. cholerae О1) гражданином Пакистана, при-
бывшим из города Карачи (Пакистан) в Алматы. В 
2015 г. в Кызылординской области было зарегистри-
ровано шесть случаев заболевания людей, вызванных 
холерным вибрионом V. cholerae non-О1.

В Атырауской, Западно-Казахстанской, Южно-Ка-
захстанской областях зарегистрированы единичные 
случаи заражения людей нетоксигенными штаммами 
V.  cholerae non-О1. 

По результатам первичной идентификации изо-
ляты V. cholerae О1 составляли 38,2 % от общего числа 
выделенных в Казахстане в период с 2013 по 2015 гг. 
Из них один штамм выделен от больного человека 
(завоз из Пакистана в г. Алматы), остальные штаммы 

изолированы из водоёмов: из проточных водоёмов 
(речная вода, вода канала) – 11 (91,7 %), из непро-
точных водоёмов (вода водохранилища) – 1 (8,3 %). 

Штаммы V. cholerae non-О1, выделенные от людей 
(21 штамм), согласно первичной идентификации, 
составляли 61,8 % от общего количества изучаемых 
штаммов. В 2015 г. было выделено 58,8 % штаммов хо-
лерного вибриона от общего количества выделенных 
за три года (2013–2015 гг.). В 2013 г. было выделено 
19 % штаммов V. cholerae non-О1, в 2014 г. – 14,3 %, 
в 2015 г. – 66,7 %, на фоне повышения количества 
выделяемых штаммов из объектов внешней среды 
(в 2013 г. – 16,7 %; в 2014 г. – 33,3 %; в 2015 г. – 50 %). 
Частота выделения штаммов холерного вибриона, 
выделенных на территории Казахстана, согласно пер-
вичной идентификации, представлена в таблице 1.

Таблица 1
Частота выделения холерных вибрионов  

в 2013–2015 гг.
Table 1

Frequency of isolation of cholera vibrio for 2013–2015

Области 

V. cholerae  
О1 

V. cholerae  
non О1 

Всего  

20
13

 

20
14

 

20
15

 

20
13

 

20
14

 

20
15

 

г. Алматы  1     1 

Атырауская   4    4 
Западно-
Казахстанская 2 1 2 4 1 4 14 

Южно-
Казахстанская – 1 – – 1 4 6 

Кызылординская – 1 – – 1 6 8 

Акмолинская – 1 – – – – 1 

ВСЕГО 2 5 6 4 3 14 34 

Объекты выделения штаммов V. сholerae на 
территории Казахстана представлены в таблице 2. 

Таблица 2
Объекты выделения холерных вибрионов  

в 2013–2015 гг. на территории Казахстана
Table 2

Objects of isolation of cholera vibrio  
in 2013–2015 in Kazakhstan

Годы 
выделения 

V. cholerae  
О1 

V. cholerae 
non О1 

Всего Объекты 
окружающей 

среды 
Люди Люди 

2013 2 – 4 6 

2014 4 1 3 8 

2015 6 – 14 20 

Всего 12 1 21 34 

По культурально-морфологическим свойствам 
и биохимической активности все штаммы V. cholerae 
О1 были типичными.

Штамм V. cholerae О1 Inaba, выделенный от боль-
ного человека (завоз в г. Алматы), был типичным 
по культурально-морфологическим свойствам, не 
обладал гемолитической активностью, в пробе Фо-
гес – Проскауэра был положительным, лизировался 
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фагом Эльтор и фагами ХДФ-3 и ХДФ-4, содержал 
гены ctxAB, tcpA. Принадлежность к серогруппе О1 
и биовару Эльтор подтверждена наличием генов hly 
и гена О-антигена (wbeT) и отсутствием гена О139 
серогруппы (wbfR). Штамм лизировался фагом Эль-
тор до титра. Особенностью данного штамма было 
проявление атипичности по отношению к фагу 
(лизировался цельным классическим фагом С), а 
также устойчивостью к ципрофлоксацину.

12 штаммов V. cholerae О1 серогруппы, изоли-
рованные из водоёмов, отличались по отношению 
к холерным фагам – классическому (C) и Эльтор: 
2 (16,7 %) штамма V. cholerae О1 Eltor были типич-
ными – лизировались фагом Эльтор и были рези-
стентными к классическому фагу С. Десять (83,3 %) 
штаммов были атипичными: 6 штаммов были чув-
ствительными к фагу С, 4 штамма – резистентными 
к фагу Эльтор (табл. 3).

Таблица 3
Отношение штаммов холерного вибриона, 

выделенных из водоёмов, к бактериофагам С  
и Эльтор

Table 3
Ratio of cholera strains isolated from the water sources  

to bacteriophages C and Eltor

Отношение 
к фагам С  
и Эльтор 

Годы регистрации 
Итого, 

% 2013 2014 2015 

Количество штаммов  

Типичное – 1 1 16,7 

Атипичное 2 4 5 83,3 

По агглютинативным свойствам 9 (75 %) штам-
мов V. cholerae О1, выделенные из водоёмов, были 
типичными. Из них 3 штамма были отнесены к 
серогруппе V. cholerae О1 Ogawa, 3 – к V. cholerae О1 
Inaba серогруппы, три – к серогруппе V. cholerae О1 
Hykoshima. 

Три штамма (25 %) слабо агглютинировались 
О-холерной сывороткой до титра 1:100 и 1:200, не 
агглютинировались сыворотками Огава и Инаба 
(табл. 4). 

Таким образом, среди штаммов V. cholerae О1 
Eltor, выделенных из объектов внешней среды, 25 % 
были атипичными по агглютинативным свойствам, 
83,3 % – по отношению к холерным фагам.

При исследовании штаммов холерного вибри-
она О1 серогруппы, изолированных в водоемах 
Казахстана, методом ПЦР установлено, что гены 
wbeN (кодирующий синтез О1 антигена) и ompA 
(определяющий вид V. cholerae) выявлены у 9 штам-
мов, при этом гены ctxA, tcpA не обнаружены, что 
свидетельствует о циркуляции во внешней среде 
нетоксигенных, эпидемически не опасных штаммов 
V. cholerae О1 серогруппы. У двух штаммов V. cholerae 
О1 серогруппы, изолированных из воды водоёмов, 
определялся ген tcpA.

В то же время у трех атипичных слабоагглютини-
рующихся изолята О1 серогруппы определялся ген 
ompA, отсутствовали гены ctxA, tcpA, wbeT или wbeN, 
что позволило их отнести к V. cholerae non-О1.

18 (85,7 %) штаммов V.  cholerae non-О1, 
выделенных от людей, обладали типичными для 
V. cholerae non-О1 культурально-морфологическими 
свойствами, не агглютинировались холерными сы-
воротками, не лизировались холерным фагом Эльтор 
(табл. 4). Два штамма (9,5 %) были атипичными по 
отношению к бактериофагам (лизировались в низких 
титрах фагом Эльтор). Один штамм проявлял атипич-
ность по отношению к аминокислотам (отсутствие 
декарбоксилазы лизина и орнитина).

При исследовании V. cholerae non-О1 методом ПЦР 
установлено наличие гена ompA и отсутствие генов 
wbeN и wbfR, ctxA у 20 штаммов. Ген tcpA в этой груп-
пе не обнаружен. У одного вышеуказанного штамма, 
атипичного по отношению к аминокислотам, не об-

Таблица 4 
Агглютинативные свойства штаммов холерного вибриона, выделенные из водоемов  

на территории Казахстана в период с 2013 по 2015 гг.
Table 3

Agglutinative features of cholera vibrio strains isolated from the water sources in Kazakhstan from 2013 to 2015

Области 

Агглютинация холерными сыворотками  

Всего  

Огава  Инаба Гикошима 

Годы регистрации 

2013 2014 2015 2013 2014 2015 2013 2014 2015 

Количество штаммов 

Атырауская – – 1/3* – – – – – – 1/3* 

Западно-Казахстанская 1 – – 1 1 – – – 2 5 

Южно-Казахстанская – 1 – – – – – – – 1 

Кызылординская  – 1 – – – – – – – 1 

Акмолинская  – – – – 1 – – – – 1 

 4/3* 3 2 9/3* 

ВСЕГО 12 

 Примечание. * – в числителе – штамм с агглютинацией до титра, в знаменателе – штамм с агглютинацией ниже титра.
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наружено ни одного из искомых генов, что позволило 
исключить его принадлежность к виду V. cholerae. 

Таким образом, молекулярно-генетический метод 
позволил провести окончательную идентификацию 
всех культур: было определено, что три слабоаг-
глютинирующиеся изоляты относятся к V. cholerae 
non-О1, а также то, что один штамм, первоначально 
отнесенный к серогруппе non-О1, не относился к виду 
V. cholerae. В результате была проведена коррекция 
данных о выделении штаммов (табл. 5). Всего за ис-
следуемые годы было выделено 33 штамма V. chol-
erae, из них 10 культур О1 серогруппы и 23 non-О1 
серогруппы.

Таблица 5
Уточненные данные об объектах выделения холерных 
вибрионов в 2013–2015 гг. на территории Казахстана

Table 5
Data of cholera strains isolated in 2013–2015  

in different objects in Kazakhstan

Годы 
выделения 

V. cholerae  
О1 

V. cholerae 
non О1 

Всего Объекты 
окружающей 

среды 
Люди Люди 

2013 2 – 4 6 

2014 4 1 3 8 

2015 3 – 16 19 

Всего 9 1 23 33 

Анализ изучения чувствительности штаммов 
холерного вибриона к антибиотикам показал, что 
преобладающее большинство штаммов V. cholerae 
(85,3 %) были чувствительными ко всем изученным 
антибиотикам. Выявлена резистентность к ампицил-
лину у двух штаммов, изолированных в реке Урал в 
Западно-Казахстанской и Атырауской областях. К 
левомицетину и эритромицину были резистентны 
два штамма из Южно-Казахстанской области. На 
фоне высокой чувствительности штаммов, вы-
деленных в Казахстане, к антибиотикам завозной 
штамм из Пакистана V. cholerae О1 отличался высокой 
резистентностью к ципрофлоксацину.

Таким образом, результаты изучения штаммов 
холерного вибриона комплексным методом с вклю-
чением ПЦР позволили определить точную иденти-
фикацию атипичных культур V. cholerae, выделенных 
на территории Казахстана в период с 2013 по 2015 гг.

В рассматриваемый период на территории Ка-
захстана не обнаружены токсигенные штаммы хо-
лерного вибриона, за исключением одного завозного 
штамма V. cholerae О1 Inaba.

ВЫВОДЫ

Выраженность атипичных свойств штаммов 
холерных вибрионов по агглютинабельности и чув-
ствительности к холерным фагам затрудняет лабо-
раторную диагностику холеры, особенно холерных 
вибрионов V. cholerae О1. При выделении атипичных 
изолятов включение диагностических тестов для 
выявления генов холерного вибриона wbeN, wbfR 
ompA, ctxA и tcpA позволит значительно улучшить 
качество проводимых лабораторных исследований. 

Комплексный подход с применением молекулярно-
генетических методов исследования в мониторинге 
холеры актуален для своевременного обнаружения 
холерных вибрионов от людей и из окружающей 
среды и проведения противоэпидемических и про-
филактических мероприятий.

Отсутствие выраженной резистентности штам-
мов холерного вибриона, выделенных на территории 
Казахстана, к изученным антибактериальным препа-
ратам обнадеживает в плане проведения этиотроп-
ной терапии. Однако возможность проникновения на 
территорию Казахстана антибиотикорезистентных 
штаммов обязывает регулярно проводить монито-
ринг штаммов по их чувствительности к антибакте-
риальным препаратам. 

Исследование проведено в рамках грантового 
проекта № 4921/ГФ4 МОН РК.
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