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Выявление генотипов 
Rickettsia raoultii в южном Казахстане

 
Резюме

Клещи D. niveus из Южного Казахстана были исследованы в культуре клеток с применением техники shell vial. Были получены 

изоляты Rickettsia raoultii, близкородственные к генотипам RpA4 и DnS14. Обсуждается возможность выявленных генотипов 

риккетсий вызывать заболеваемость клещевыми риккетсиозами населения Казахстана.
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Abstract

Previously it was established that different species of genus Rickettsia were detected in Kazakhstan. Nevertheless, rickettsial species 

spectrum of some regions of Kazakhstan has not been studied. Dermacentor niveus ticks from Southern Kazakhstan were investigated 

using cell cultures by shell vial technique. The first isolates close related to genotypes Rickettsia raoultii  RpA4 and DnS14 were 

obtained. The role of these agents in tick-borne rickettsioses morbidity in Southern Kazakhstan is discussed.
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Введение
Заболеваемость клещевыми риккетсиозами 

(КР), или клещевым сыпным тифом регистрируют 
в ряде северных, восточных и южных регионов Ре-
спублики Казахстан. Наиболее высокий уровень 
заболеваемости отмечается в Кызыл-Ординской, 
Северо-Казахстанской, Павлодарской и  Восточно-
Казахстанской областях, однако этиологический 
агент к настоящему времени не выделен и не иден-
тифицирован [1, 2].

Патогенная Rickettsia aeschlimanii обнаружена 
в клещах Haemaphysalis punctate в Алма-Атинской 
области (юг Казахстана), где ранее регистрировалась 

заболеваемость клещевыми риккетсиозами [3]. 
В  Карагандинской области (Центральный Казах-
стан) в клещах Dermacentor niveus была генотипи-
рована Rickettsia raoultii (генотипы RpA4 и DnS14), 
в клещах Dermacentor marginatus – R. raoultii ге-
нотипа RpA4 [4]. В Восточно-Казахстанской обла-
сти в клещах D. marginatus также была выявлена 
R. raoultii генотипа RpA4 [5].

На территории Западно-Казахстанской об-
ласти Республики Казахстан, расположенной на 
границе с Астраханской областью РФ и эндемич-
ной по Астраханской пятнистой лихорадке, был 
выявлен этиологический агент этого риккетсиоза  
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Rickettsia conorii subsp. caspiensis, идентификация 
которого была проведена с помощью ПЦР и после-
дующего секвенирования [6]. Антитела к R. conorii 
в реакции непрямой иммунофлюоресценции выяв-
лены нами в Западном Казахстане у больных после 
присасывания иксодовых клещей [7].

Таким образом, к настоящему времени в южной 
части Казахстана (Алма-Атинская область) обнару-
жена патогенная R. aeschlimanii, в западной части 
Казахстана доказано присутствие R. conorii, в Цен-
тральном и Восточном Казахстане  – генотипов 
R.  raoultii. Не изучен спектр риккетсий на ряде эн-
демичных по КР территорий севера, востока и юга 
Казахстана.

Цель исследования – изоляция и идентифи-
кация штаммов риккетсий из клещей D. niveus, со-
бранных в Южном Казахстане.

Материалы и методы
Имаго клещей были собраны с растительности 

на стандартную волокушу (флаг) по общепринятой 
методике в Кызыл – Ордынской области Казах-
стана, на территории которой отмечается высокий 
уровень  заболеваемости КР. 25 экземпляров кле-
щей D. niveus были исследованы на наличие рик-
кетсий на культурах клеток Vero и Hep-2 (техноло-
гия shell vial).

Культуры клеток выращивали в пластиковых 
пробирках в концентрации 150 тыс. на 1 мл. В 
качестве питательной среды использовали Игла 
МЕМ с двойным набором аминокислот, к общему 
объему добавляли до 5% эмбриональной сыво-
ротки телят. В подготовленные пробирки вносили  
суспензию, полученную из индивидуальных экзем-
пляров клещей, центрифугировали при 2000 об/
мин в  течение 30 минут. Пробирки  с зараженны-
ми клетками культивировали в углекислотном тер-
мостате при температуре 37 °С в течение 8 суток. 
После завершения инкубации все пробирки под-
вергали замораживанию до –20 º°С в низкотем-
пературном холодильнике, а потом оттаиванию 
для разрушения клеток и максимального выхода 
из них микроорганизмов. Наличие риккетсий в 
зараженных культурах клеток выявляли в реак-
ции непрямой иммунофлюоресценции. Фрагмен-
ты гена цитратсинтазы (gltA) риккетсий выявляли 
с использованием ПЦР.

Идентификация полученных изолятов моле-
кулярно-биологическими методами проводилась 
в  однораундовой и двухраундовой ПЦР с последу-
ющим секвенированием полученных ампликонов.

Однораундовая ПЦР
Выделение ДНК выполняли с использованием 

«АмплиПрайм РИБО-преп» (ООО «НекстБио», Мо-
сква) согласно инструкции производителя; ПЦР 
осуществляли с использованием набора реагентов 
«АмплиСенс®PCR» (ЦНИИЭ, Москва) с праймерами, 
амплифицирующими фрагмент гена цитратсинтазы 
(gltA) RpCS.877p и RpSC.1258n [8]. Детекцию ПЦР-

продукта производили с помощью электрофореза. 
ПЦР-продукт очищали на колонках. Пять образцов 
изолятов риккетсий были подвергнуты дополни-
тельной амплификации в двухраундовой ПЦР.

Двухраундовая ПЦР
Двухраундовую ПЦР выполняли с использовани-

ем следующих праймеров. Для амплификации гена 
gltAв первом раунде использовали праймеры glt1 
и glt2, во втором раунде – glt3 и glt4. Для ампли-
фикации гена 16S rRNA в первом раунде исполь-
зовали праймеры 16S1 и 16S2, во втором – 16S3 
и 16S4. Фрагмент риккетсиального гена ompB был 
амплифицирован с использованием праймеров B1 
и B2 для первого раунда, и B3 и B4 для второго 
раунда ПЦР. Фрагмент риккетсиального гена sca4 
был амплифицирован с использованием прайме-
ров sc4-1 и Rj 2837r для первого раунда, и sc4-3 и 
sc4-4 для второго раунда ПЦР. Фрагмент гена ompA 
был амплифицирован при помощи semi nested ПЦР 
с использованием праймеров A1 и A2 для первого 
раунда, и A2 и A3 для второго раунда ПЦР [9].

Секвенирование ПЦР продуктов
ПЦР продукты очищали с использованием ко-

лонок GFX Columns (Amersham Biosciences, United 
States), их нуклеотидные последовательности опре-
деляли с использованием генетического анализа-
тора AB3500 xL (Life Technologies, США) и ABIPRISM 
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, United 
States), затем анализировали при помощи BLASTN 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) и CLUSTALW 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html) про-
грамм. Уровень гомологии последовательностей 
определяли с использованием GenBank в соответ-
ствии с рекомендуемыми критериями оценки [10].

Результаты и обсуждение
При исследовании клещей с использованием 

двух линий культур клеток, наличие риккетсиопо-
добных микроорганизмов было выявлено в РНИФ 
в изолятах из 19 клещей D. niveus. Среднее на-
копление риккетсий составило до 10 микробных 
тел в поле зрения. Риккетсиоподобные микроорга-
низмы были обнаружены в культуре клеток Hep-2 
в 12  образцах, в культуре клеток Vero – в 17 об-
разцах, в двух культурах клеток одновременно – 
в 10 образцах.

ДНК риккетсий в ПЦР с праймерами, амплифици-
рующими фрагменты гена gltA выявлена в изолятах 
из 18 клещей D. niveus. Для идентификации полу-
ченные фрагменты гена gltA (604 bp) Rickettsia spp. 
были секвенированы. Все секвенсы гена gltA были 
идентичны секвенсам гена gltA R.raoultii. Три риккет-
сиальных изолята (№№ 7, 11 и14) были идентичны 
R. raoultii генотип RpA4 (номер доступа в GenBank 
– KM288494) и два (№ 13, 24) – были идентичны 
R. raoultii генотип DnS14 (GenBank – DQ365804).

Дополнительно фрагменты генов 16S rRNA, 
ompA, ompB и sca4 (655, 485, 755 и 714 п.о. со-
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ответственно) были секвенированы для двух изоля-
тов (№ 11 и 24). Полученные нуклеотидные после-
довательности фрагментов генов 16S rRNA, ompA, 
ompB и sca4 были гомологичны (99,8 – 100%) со-
ответствующим последовательностям R. raoultii 
(GenBank: KJ 410261, KM 288513, JX 683120 и  
DQ 365807).

Выводы
1.	 Несмотря на многочисленные данные о ши-

роком распространении R. raoultii в Евра-
зии, штаммы риккетсий этого вида из клещей 
D. niveusв Южном Казахстане изолированы 
и идентифицированы впервые. Изолированные 
в этом регионе Республики Казахстан штаммы 
R. raoultii наиболее близки к ранее описанным 

генотипам R. raoultii RpA4  и DnS14, имея неко-
торые отличия по фрагментам генов 16S rRNA, 
ompA, ompB и sca4. 

2.	 Учитывая, что данный вид риккетсий счита-
ется ответственным за часть случаев син-
дрома TIBOLA преимущественно в Европе и 
не вызывает классическую клинику СКТ [11], 
а штаммы других видов риккетсий не изо-
лированы, требуется дальнейшее изучение 
этиологии заболеваний клещевыми риккет-
сиозами в Северном, Восточном и Южном 
Казахстане.

Работа частично поддержана Минобрнауки, 
проект VI.55.1.1 (Анализ риккетсий в изолятах, 
полученных на культурах клеток).
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