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Түйіндеме 
Кіріспе. Жедел улану жағдайларында тиімді шұғыл медициналық көмек көрсету 

интоксикацияның нақты себебін дәл анықтауды талап етеді. Сот–химиялық сараптама 
шеңберінде қан плазмасы мен зәр сияқты биологиялық нысандардан уытты затты 
сәйкестендіру ерекше маңызды, ал талдаудың ең маңызды кезеңдерінің бірі – оны 
зерттелетін матрицалардан бөліп алу. 

Мақсаты. Биологиялық сұйықтықтардан (қан плазмасы, зәр) прегабалинді бөліп 
алу әдісін әзірлеу. 

Материалдар мен әдістер. Прегабалиннің су ерітінділерінен экстракциясын 
зерттеу үшін концентрациясы 100 мкг/мл болатын стандартты ерітінділерде сұйықты–
сұйықтық экстракция әдісі қолданылды. Прегабалинді биологиялық сұйықтықтардан 
оқшаулаудың оңтайлы әдістемесін әзірлеу мақсатында әртүрлі жағдайларда су 
ортасынан экстракциялау бойынша бірқатар тәжірибелер жүргізілді. Әртүрлі 
полярлықтағы еріткіштерді пайдалана отырып, органикалық еріткіштердің қасиеттерінің 
экстракция тиімділігіне, сондай–ақ ортаның pH мәнінің прегабалиннің бөлініп шығуына 
әсері бағаланды. Прегабалинді қан плазмасы мен зәрден оқшаулау әдістемесін әзірлеу 
тәжірибелері концентрациясы 1, 10 және 100 мкг/мл болатын модельдік қоспалар (зәр 
және қан плазмасы) негізінде жүргізілді. Экстрагент ретінде 1:1 қатынасындағы 
бутанол–этилацетат қоспасы сыналды. 

Нәтижелер. Жүргізілген эксперименттердің нәтижесінде прегабалинді бөліп 
алудың ең жоғары тиімділігі pH = 5,5 жағдайында бутанол–этилацетат (1:1) қоспасын 
қолдана отырып, су ортасынан үш мәрте экстракциялау кезінде қол жеткізілетіні 
анықталды. Аталған жағдайлар оңтайлы деп танылып, прегабалинді қан плазмасы мен 
зәр үлгілерінен оқшаулау үшін қолданылды. 

Қорытынды. Зерттеу нәтижесінде қан плазмасы мен зәрден прегабалинді жоғары 
тиімді сұйықтық хроматографиясы және ультракүлгін детекторлау әдісімен сандық 
анықтауға арналған сұйықты–сұйықтық экстракциясының оңтайлы әдістемесі әзірленді. 
Әдістеме келесі көрсеткіштер бойынша валидацияланды: бөліп алу дәрежесі зәрден 
63,15%, қан плазмасынан 53,40%, сызықтылық (1–100 мкг/мл), салыстырмалы 
стандартты ауытқу (қан плазмасы үшін 2,98%, зәр үшін 2,06%), анықтау шегі (LOD: қан 
плазмасы үшін 0,3 мкг/мл, зәр үшін 0,3 мкг/мл) және сандық анықтаудың төменгі шегі 
(LLOQ: қан плазмасы мен зәр үшін 1 мкг/мл). Прегабалинді биологиялық 
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сұйықтықтардан оқшаулаудың оңтайлы жағдайлары ретінде pH = 5,5 кезінде бутанол–
этилацетат (1:1) қоспасымен үш мәрте экстракциялау анықталды. 

Түйінді сөздер: прегабалин, сұйықты–сұйықтық экстракция, ультракүлгін 
детекторы бар жоғары тиімді сұйықтық хроматографиясы, биологиялық сұйықтықтар. 

 
Кіріспе. Соңғы жылдары клиникалық жəне химиялық–токсикологиялық 

практикада психоактивті жəне дəрілік заттармен, соның ішінде эпилепсияға қарсы 
препараттармен улану жағдайларының тұрақты өсуі байқалуда, олардың ішінде ерекше 
орынды прегабалин алады. Прегабалин гамма–амин май қышқылының құрылымдық 
аналогы болып табылады жəне оның əрекеті орталық жүйке жүйесіндегі əлеуетті–
тəуелдік кальций каналдарының альфа2–дельта субъбірліктеріне əсер етуіне байланысты 
[1]. Бұл өзара əрекеттесу қоздырғыш нейромедиаторлардың бөлінуін төмендетіп, 
нейрондардың қозғыштығын азайтады [2]. 

Аталған дəрі неврологиялық бұзылыстарды емдеуде жоғары терапевтік тиімділікке 
ие, бірақ оны теріс мақсаттарда қолдану жəне тəуелділікке алып келу қаупі маңызды 
болып отыр. Үлкен дозаларды қабылдағанда пайда болатын эйфориялық əсер оның 
рұқсатсыз қолданылуына ықпал етуі көптеген зерттеулердің деректері бойынша 
анықталып отыр [3].  

Терапевтік дозадан көп қолдану немесе бүйрек қызметінің төмендеуі кезінде 
дəрінің шығарылуының бұзылуы, ауыр жанама реакцияларға əкелуі мүмкін, соның 
ішінде орталық жүйке жүйесінің басылуы, ұйқышылдық, атаксия, сана шатасуы жəне 
тыныс алу тежелуі [4]. Прегабалинді орталық жүйке жүйесін тежейтін басқа заттармен, 
мысалы опиоидтармен, алкогольмен немесе бензодиазепиндермен бірге қолданғанда 
ауыр асқынулардың даму ықтималдығы айтарлықтай артады. Прегабалинді артық 
қолдану есінен тануға жəне өлімге əкелуі мүмкін [5]. Ұзақ уақыт, бақылаусыз қолдану 
когнитивті бұзылыстарға, перифериялық ісіктерге, дене массасының ұлғаюына жəне 
психоэмоциялық жағдайға теріс əсер етуге, соның ішінде алаңдаушылыққа, депрессивті 
көріністерге жəне суицидтік ойларға алып келеді [6, 7]. 

Аталған қауіптерді ескере отырып, қазіргі химиялық–токсикологиялық 
практикадағы маңызды міндеттердің бірі – қан плазмасы мен зəр сияқты биологиялық 
нысандардан прегабалинді бөліп алу, сəйкестендіру жəне сандық анықтаудың жоғары 
сезімтал əдістерін əзірлеу болып табылады [8]. Аналитикалық зерттеу молекуланың 
алифаттық құрылымымен жəне айқын спектралды сіңіру қабілетінің болмауымен 
күрделенеді. Дегенмен, əдебиеттерде əртүрлі тəсілдер кеңінен сипатталған, олардың 
ішінде жоғары тиімді сұйықтық хроматографиясы бар (ЖТСХ) [9, 10], газ–сұйықтық 
хроматографиясы масс–спектрометриямен [11], жұқа қабатты хроматография жəне 
дериватизация қолданатын спектрофотометрлік əдістер [12, 13]. Маңызды рөлді үлгіге 
дайындық атқарады, ол күрделі биологиялық матрицалардан прегабалинді бөліп алудың 
тиімділігін арттыру мақсатында сұйықты–сұйықтық жəне қатты фазалық экстракция 
əдістерін қолдануды қамтиды [9, 10].  

Прегабалинді талдау əдістерін стандартизациялау жəне валидациялау жедел жəне 
созылмалы улану жағдайларын диагностикалау, сондай–ақ сот–химиялық сараптама 
міндеттерін шешу үшін маңызды рөл атқарады [14]. 

Осылайша, прегабалинді химиялық–токсикологиялық практикада зерттеудің 
өзектілігі оның фармакологиялық қасиеттерімен, теріс мақсатта қолдану мəселесінің 
əлеуметтік маңыздылығының артуымен, артық дозаланғанда жоғары токсикологиялық 
əсерімен жəне оны бөліп алу, сəйкестендіру жəне сандық анықтау əдістерін əзірлеу 
қажеттілігімен анықталады. Сондықтан, бұл жұмыстын мақсаты – прегабалинді 
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биологиялық сұйықтықтардан (қан плазмасы, зəр) экстракциялау əдістемесін əзірлеу 
мақсатында зерттеулер жүргізу. 

Материалдар мен əдістер.  
Қолданылған реактивтер мен еріткіштер 
Бөліп алу процесіне органикалық еріткіш табиғатының əсерін зерттеу үшін 

хлороформ (қайнау температурасы = 61°С), бензол (қ.т. = 81°С), гексан (қ.т. = 69°С), 
этилацетат (қ.т. = 75°С) жəне диэтил эфирі (қ.т. = 35°С), бутанол–этилацетат (1:1) (қ.т. = 
97°С) сияқты еріткіштер қолданылды. 

Зерттелетін қосылысты сулы фазадан бөліп алу тиімділігіне ортаның қышқылдық–
негіздік күйі айтарлықтай əсер етеді, осыған байланысты прегабалиннің экстракциялану 
дəрежесінің pH мəніне тəуелділігі зерттелді. Модельдік ерітінділерді дайындау үшін 
стандартты буферлік ерітінділер (МЕМСТ 8.135–74, стандартты рН) қолданылды, 
олардың pH мəндері 1,65; 3,56; 4,01; 5,5; 9,18; 12,43 деңгейінде тұрақтандырылды. pH 
мəндерін бақылау жəне верификация «Mettler Toledo» рН–метрі арқылы жүзеге 
асырылды. 

Прегабалинді оқшаулау схемасы 
250 мл көлемді герметикалық тығыз жабылатын конустық колбаларға əртүрлі pH 

мəндері бар 50 мл буферлік ерітінділер, концентрациясы 100 мкг/мл болатын 1 мл 
прегабалин жұмыс ерітіндісі жəне 10 мл органикалық еріткіш қосылды. Алынған 
жүйелер компоненттердің біркелкі таралуын қамтамасыз ету үшін 15 минут бойы 
механикалық шайқауышта қарқынды араластырылды. Сынауықты фазалардың өздігінен 
бөлінуі үшін 5 минут бойы ұстады. Толық бөлінгеннен кейін органикалық фазаны алдын 
ала кептірілген фарфор табақшаларға 5 г сусыз натрий сульфаты арқылы сүзуден 
өткізілді. Сүзгі қағазын 3–5 мл органикалық еріткішпен шайып, жуынды фракцияларды 
негізгі экстрактпен біріктірілді. Алынған экстракттардан органикалық еріткішті ыстық 
ауа ағынында буландырып, құрғақ қалдыққа дейін алып тастады, содан кейін оны 10 мл 
қозғалмалы фазаға ерітілді. 

Сонымен қатар, су фазасынан прегабалинді бөліп алу процесіне электролиттердің 
əсері зерттелді. Электролиттер ретінде аммоний сульфаты мен натрий хлоридінің 
тұздары қолданылды. Прегабалиннің экстракциясының тиімділігіне электролиттердің 
əсерін эксперименттік зерттеу су–тұз ерітінділерін дайындау арқылы жүргізілді. Екі 
концентрациялық режимде қолданылды 5% натрий хлориді (NaCl) жəне 25% аммоний 
сульфаты ((NH4)2SO4). Бөлгіш құйғышқа кезекпен pH=5,5 болатын 9 мл буферлік 
ерітінді, 2 мл электролит ерітіндісі жəне концентрациясы 100 мкг/мл болатын 1 мл 
прегабалиннің жұмыс ерітіндісі енгізілді. Осыдан кейін бұрын белгіленген жағдайларда 
сұйықты–сұйықтық экстракциясы жүргізілді. Қосымша ретінде бутанол–этилацетат 
(1:1) қоспасымен экстракциялау еселік мақсатты қосылыстың толық бөлініп алынуына 
əсері бағаланды. Осы мақсатта бір реттік, екі реттік, үш реттік жəне төрт реттік 
экстракция жүргізілді. Алынған экстракттардан органикалық еріткішті құрғақ қалдыққа 
дейін буландырып алып тастағаннан кейін, аналит 10 мл қозғалмалы фазада ерітіліп, 
одан əрі оның сандық анықталуы ЖТСХ–УК детектірлеумен əдісімен жүргізілді.  

Биологиялық сұйықтықтардан прегабалинді бөліп алу кезінде оны су ортасынан 
алудың жоғарыда əзірленген шарттары пайдаланылды. 

Құрамында 1, 10, 100 мкг/мл прегабалин бар биологиялық сұйықтықтардың 
модельдік үлгілері дайындалды. Көлемі 5 мл қан плазмасы сынамасына ақуыздарды 
тұндыру мақсатында pH=2–ге жеткенге дейін 0,1 М тұз қышқылының (HCl) ерітіндісін 
қостық. Алынған қоспаны 3000 айн/мин (201 × g) 4 °C температурада 5 минут бойы 
центрифугалады (BioBase центрифугасы, BKC–TH21RHD r = 20 мм моделі). Тұнба 
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үстіндегі сұйықтық бөлгіш құйғышқа ауыстырылды жəне прегабалинді экстракциялау 
үшін оңтайлы бейтарап нысанға ауыстырылып, 25% аммиак ерітіндісімен (NH₃) pH = 
5,5–ке дейін сілтіленді. Одан əрі 1:1 арақатынасында бутанол–этилацетат қоспасымен 
экстракция жүргізілді. Экстракцияны үш рет қайталап, əр жолы 5–10 мл бутанол–
этилацетат 1:1 қоспасын қолданылды. Сығындыны 5 г сусыз натрий сульфаты бар сүзгі 
қағазы арқылы біріктіріліп, сүзгіден өткізілді. Органикалық еріткішті сүзіндіден бөлме 
температурасында булану жолымен алып тастады. Содан кейін құрғақ қалдықты 10 мл 
жылжымалы фазада ерітеді. 

Құрамында 1, 10, 100 мкг/мл прегабалин бар 10 мл несептің көлемі ақуыздарды 
тұндыру мақсатында 0,1 М концентрациясымен тұз қышқылының (HCl) ерітіндісімен 
рН= 2 деңгейіне дейін жеткізілді. Алынған қоспаны 3000 айн/мин (201 × g) 4 °C 
температурада 5 минут бойы центрифугалады (BioBase центрифугасы, BKC–TH21RHD 
r = 20 мм моделі). Тұнба үстіндегі сұйықтық бөлгіш құйғышқа ауыстырылды жəне 
прегабалинді экстракциялау үшін оңтайлы бейтарап нысанға ауыстырылып, 25% аммиак 
ерітіндісімен (NH₃) pH = 5,5–ке дейін сілтіленді. Одан əрі 1:1 ара қатынасында бутанол–
этилацетат қоспасымен экстракция жүргізілді. Экстракцияны үш рет қайталап, əр жолы 
5–10 мл бутанол–этилацетат 1:1 қоспасын қолданылды. Сығындыны 5 г сусыз натрий 
сульфаты бар сүзгі қағазы арқылы біріктіріліп, сүзгіден өткізілді. Содан кейін құрғақ 
қалдықты 10 мл жылжымалы фазада ерітеді. Алынған ерітінді 0,45 мкм көлемдегі 
мембраналық сүзгі арқылы сүзілген. 

Деректерді статистикалық өңдеу жəне əдістің валидациясы 
Сандық анықтау ЖТСХ–УК əдісімен жүргізілді. 
Талдау уақыты – 7 минут. 
Сынаманы енгізу көлемі – 20 мкл. 
Баған температурасы – бөлмелі, 25о С. 
Бағанша – ZORBAX Eclipse Plus С18 (150× 4,6 мм, 5 мкм) Agilent Technologies. 
Режім – изократиялық (20% метанол – 80% буфер KH2PO4). 
Ағын жылдамдығы: 1,0 мл/мин. 
Буфер құрамы – 2,72 г КН2РО4 тазалығы I типті судың 1 литрінде (0,02 М, рН ~ 4.4). 
Жылжымалы фазаны сүзу – нейлон сүзгілермен сүзу 47 мм, араның мөлшері 0.45 

мкм (5191–4338) жəне вакууммен сүзу жүйелерi Infinity Lab Solvent Filtration Assembly 
(5191–6776). 

Толқын ұзындығы – 198 нм. 
Деректерді өңдеу Microsoft Excel 2020 бағдарламалық жасақтамасын пайдалана 

отырып жүргізілді. 
Сондай–ақ метрологиялық сипаттамалар бағаланды: алу дəрежесі (Recovery %), 

сызықтық, дəлдігі (салыстырмалы стандартты ауытқу, RSD), анықтау шегі (LOD) жəне 
биоаналитикалық əдістерді валидациялау жөніндегі халықаралық ұсынымдарға сəйкес 
сандық анықтау шегі (LLOQ). 

Биологиялық матрицалардан прегабалин экстракциясы бойынша 
эксперименттердің нəтижелері валидацияланды. Ұсынылған шарттар ерекшелік, 
сызықтық жəне қайталану критерийлеріне сəйкестігін көрсетті. 

Нəтижелер. Жүргізілген экспериментте су ерітінділерінен, қан плазмасынан жəне 
зəрден прегабалинді алу тиімділігі мынадай жағдайларға байланысты бағаланды: 
оқшаулаушы агенттің тұндыру сатысындағы табиғаты, экстрагенттің табиғаты, 
модельдік қоспаға енгізілетін заттың мөлшері. 

Прегабалин экстракциясы үшін органикалық еріткіштерді таңдау полярлығы, 
сутегі байланыстарының пайда болу қабілеті жəне басқа да физикалық–химиялық 
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сипаттамалары бойынша ерекшеленетін қосылыстарды қамтитын кеңейтілген скрининг 
жүргізу қажеттілігіне байланысты болды. Зерттеуге полярлық емес (гексан), орташа 
полярлық (бензол, хлороформ) жəне полярлық апротонды (этилацетат, диэтил эфирі) 
еріткіштер енгізілді. Мұндай тəсіл ортаның диэлектрлік өткізгіштігінің талдауды бөлу 
коэффициентіне əсерін бағалауға мүмкіндік береді.  

Таңдалған барлық еріткіштер салыстырмалы түрде төмен қайнау 
температураларымен (35–97°C) сипатталады, бұл экстракттарды аялауыш 
температуралық режимдерде жылдам буландыру мүмкіндігін қамтамасыз етеді, 
прегабалиннің термиялық ыдырау қаупін азайтады жəне талдаудың жылдамдылығын 
арттырады. Атап айтқанда, хлороформ аналиттің амин тобын сольватациялауға ықпал 
ететін тиімді сутектік байланыс доноры ретінде қарастырылды, ал бутанол–
этилацетаттың (1:1) екілік жүйесі спиртті компоненттің гидроксил топтарының болуы 
есебінен цвиттер–иондық формаларға қатысты экстракциялау қабілетін бағалау 
мақсатында енгізілді. Гександы қолдану матрицаның липидтік компоненттерінің 
коэкстракциялану дəрежесін анықтауға мүмкіндік берді, бұл компоненттер кейінгі 
анықтауға кедергі келтіруі мүмкін. 

Бензол скринингте орташа полярлы салыстырмалы еріткіш ретінде пайдаланылды, 
бірақ іс жүзінде ұсынылған экстрагент ретінде емес. Прегабалинді алу дəрежесі туралы 
деректер кестелерде берілген. 
 
        Кесте 1. Су ерітінділерінен прегабалинді экстракциялауға ортаның pH мәні мен 
органикалық еріткіштің әсері бойынша зерттеу нәтижелері (%) 

рН орта 

Органикалық еріткіштер 
хлороф

орм бензол гексан диэтил 
эфирі этилацетат бутанол–этил 

ацетат (1:1) 
Бөлініп алынатын зат мөлшері 

1,65 64,02 15,26 5,23 12,15 4,31 63,01 
3,56 46,26 12,21 8,42 20,16 7,51 35,12 
4,01 32,53 13,19 5,42 19,31 5,42 23,56 
5,5 71,01 21,06 7,63 18,56 7,21 82,02 
9,18 65,21 18,37 8,23 20,01 8,23 45,32 
12,43 45,37 22,85 5,81 17,50 6,21 75,02 

 
1 кестенің деректері бойынша бес зерттелген органикалық еріткіштердің арасында 

мақсатты қосылыстарды экстракциялау тиімділігі бутанол–этилацетатты (1:1) (82,02%) 
пайдалану кезінде ең жоғары болды. Ең төменгі көрсеткіштер гексан (5,23%) жəне 
этилацетат (4,31%) үшін тіркелді.  
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Сурет 1. Су ерітінділерінен прегабалинді экстракциялауға ортаның pH мəні мен 
органикалық еріткіштің əсері бойынша зерттеу нəтижелері 

 
1 суретте су ерітіндісінен прегабалиннің ең жоғары шығымы (82,02%) органикалық 

еріткіш ретінде бутанол–этилацетатты (1:1) қолдану жолымен pH = 5,5 мəнінде 
қамтамасыз етілгенін растайтын деректер ұсынылған. 

Бутанол–этилацетат (1:1) қоспасымен экстракция еселігінің əсерін зерттеу pH = 5,5 
оңтайлы мəні кезінде электролиттер қосылмай бір реттік экстракция 32,01% заттың, екі 
реттік – 53,20% заттың алынуын қамтамасыз ететінін, ал үш реттік экстракция 82,02% 
алу дəрежесіне жетуге мүмкіндік беретінін көрсетті. Экстракцияның үшінші циклынан 
кейін талдау шығуының өсуінің айтарлықтай баяулауы байқалады. Циклдар санының 
одан əрi ұлғаюы (4 жəне одан да көп) сандық көрсеткiштердiң шамалы ғана өзгеруiне 
алып келедi, бұл үш еселенген экстракцияны осы эксперимент жағдайында жұмсалған 
уақыт пен алу толықтығының арақатынасы тұрғысынан оңтайлы етедi. Үш мəрте 
экстракцияны таңдау аз еңбек сыйымдылығы мен органикалық еріткіштердің шығыны 
кезінде салыстырмалы алу дəрежесін қамтамасыз ететін ұтымды жеткіліктілік 
қағидатына негізделген (Кесте 2). 

 
       Кесте 2. Прегабалинді бутанол–этилацетат (1:1) қоспасымен сұйықты–сұйықтық 
экстракциясының тиімділігіне электролиттердің əсері бойынша нəтижелер (%) 
Электролит Экстракция дəрежесі жəне бөлініп алынған прегабалин мөлшері 

Бір реттік 
экстракция 

Екі реттік 
экстракция 

Үш реттік 
экстракция 

Төрт реттік 
экстракция 

% % % % 
Электролитсіз 32,01 53,2 82,02 80,56 
(NH4)2SО4 28,31 50,2 67,4 70,1 
NaCl  28,01 48,2 63,1 67,2 

 
3 кестеде ұсынылған деректер екі маңызды биологиялық матрицадан (қан плазмасы 

мен зəр) прегабалиннің сұйықты–сұйықтық экстракциясының тиімділігін бағалаудың 

63,01%

35,12%
23,56%

82,02%

45,32%

75,02%

0,00%

20,00%

40,00%

60,00%

80,00%

100,00%

1,65 3,56 4,01 5,5 9,18 12,43

хлороформ бензол
гексан диэтил эфирі
этилацетат бутанол-этилацетат (1:1)
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негізгі нəтижелерін көрсетеді. Зəрден прегабалинді экстракциялау ең жоғары орташа 
бөліну дəрежесін көрсетті 63,15%. 

Қан плазмасы үлгілерінде орташа бөліну пайызы қанағаттанарлық, бірақ 53,40%–
дан төмен болды. Қан плазмасындағы тиімділіктің төмендеуі əдеттегідей жəне 
прегабалиннің плазмалық ақуыздармен жəне липидтермен байланысуына негізделген 
неғұрлым айқын матрицалық əсермен байланысты болуы мүмкін, бұл оның 
экстрагенттің органикалық фазасына толық өтуіне кедергі келтіреді.  

Биоаналитикалық əдістемені валидациялау ICH M10 (2019/2022) [15] 
нұсқаулығына қатаң сəйкестікте жүргізілді. Аналиттің жоғалуын барынша азайтатын 
сұйықты–сұйықтық экстракциясы кезеңінің жоғары тиімділігі мен қайталанушылығына 
байланысты, сандық бағалау сыртқы стандарт əдісі бойынша орындалды. Ішкі 
стандарттың болмауы матрицалық əсердің ықпалын ескеруге мүмкіндік беретін, сынама 
дайындаудың ұқсас процедурасынан өткен бос биоматериалдың модельдік сынамалары 
негізінде құрылған калибрлеу графиктерін пайдалану арқылы өтелді. Ұсынылған 
жағдайларға жүргізілген валидация қан плазмасы мен зəрдегі прегабалин мөлшерін 
бағалау үшін əдістеменің жарамдылығын растады. 

 
        Кесте 3. Прегабалинді қан плазмасы мен зəрден экстракциялау нəтижелері 
Модельдік 
қоспалар 

Модельдік 
қоспадағы 
прегабалин 

концентрациясы, 
1 мкг/мл 

Модельдік 
қоспадағы 
прегабалин 

концентрациясы,  
10 мкг/мл 

Модельдік 
қоспадағы 
прегабалин 

концентрациясы,  
100 мкг/мл 

Қан плазмасы 52,49% 53,15% 53,40% 
Зəр 63,04% 62,86% 63,15% 

 
4 кестеде алынған метрологиялық деректерді талдау мынадай қорытындылар 

жасауға мүмкіндік береді: əдістеменің 1–ден 100 мкг/мл–ге дейінгі шоғырлану 
диапазонындағы сызықтық тəуелділікпен сипатталатыны анықталды, бұл прегабалиннің 
клиникалық маңызы бар уытты шоғырлану саласын қамтиды. Детерминация 
коэффициенті R2>0,99 астам болды, бұл əдістің жоғары талдамалық сенімділігін 
растайды. 

Екі матрица үшін де салыстырмалы стандартты ауытқу (RSD) 3% –дан аспайды 
(қан плазмасы үшін 2,98% жəне несеп үшін 2,06%). Бұл əдiстеменiң жоғары дəлдiгi мен 
тұрақтылығын айғақтайды.  

Сандық анықтаудың төменгі шегі (LLOQ) 1 мкг/мл деңгейінде қан плазмасы мен 
несептегі прегабалиннің ең аз шоғырлануы ретінде белгіленді, ол үшін бес параллель 
анықтама барысында қолайлылық критерийлеріне қол жеткізілді: салыстырмалы 
стандартты ауытқу (RSD) 20% –дан аспады, ал сигнал/шу қатынасы (S/N) кемінде 10:1. 
Аталған концентрация калибрлеу графигінің төменгі нүктесіне сəйкес келеді. 

3:1 сигнал/шу арақатынасына қарай есептелген табу шегі (LOD) 0,3 мкг/мл құрады, 
бұл əдістің жоғары сезімталдығын растайды жəне сандық анықтау шегінен төмен заттың 
іздік мөлшерін сенімді сəйкестендіруге мүмкіндік береді. Алынған деректерді талдау (4–
кесте) сызықтықтың белгіленген диапазоны (1–100 мкг/мл) прегабалиннің терапиялық 
жəне уытты шоғырлануының аумағын толығымен жабатынын көрсетеді. Жұмыс 
концентрациясы үшін жоғары детерминация коэффициентінің мəні (R2>0,99) жəне 
төмен RSD мəндері (3%–дан артық емес) əзірленген ЖТСХ–УК əдістемесінің дəлдігі мен 
талдамалық сенімділігін растайды. 
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Кесте 4. Прегабалинді сандық анықтау үшін əзірленген ЖТСХ–УК əдістемесінің 
метрологиялық параметрлері 
Параметрлер Бірлік Қан плазмасы Зəр 
Сызықтық ауқымы (LDR) мкг/мл 1–100 мкг/мл 1–100 мкг/мл 
Детерминация коэффициенті – 0,99 0,99 
Табу шегі (LOD) мкг/мл 0,3 мкг/мл 0,3 мкг/мл 
Сандық анықтау шегі (LLOQ) мкг/мл 1 мкг/мл 1 мкг/мл 
Салыстырмалы стандартты 
ауытқу (RSD %) 

– 2,98 % 2,06 % 

Стандартты ауытқу (SD %) мкг/мл 16 мкг/мл 13 мкг/мл 
 
2 суретте ЖТСХ–УК əдісімен алынған прегабалиннің төрт түрлі хроматограммасы 

көрсетілген: мұндағы бос сынама (а) жүйенің тазалығын дəлелдесе, 100 мкг/мл 
концентрациялы стандартты үлгі (б) прегабалиннің нақты ұсталу уақытын (шамамен 
5.544 мин) айқындайды, ал зəр (в) жəне қан плазмасынан (г) оқшауланған үлгілердегі 
ұқсас уақытта пайда болған айқын шыңдар (пиктер) биологиялық матрицалардан заттың 
сəтті бөлініп алынғанын жəне оның осы орталарда нақты сəйкестендірілгенін растайды. 

Əдістің іріктемелігі бос сынаманы талдау кезінде прегабалинді ұстап тұру уақыты 
саласында биобъектілер матрицасының компоненттерінен талдамалық сигналдардың 
болмауымен расталды. 

 

 

Сурет 2. ЖТСХ–УК əдісімен алынған прегабалиннің хромотограммалары 
 
5 кестедегі мəліметтер талдау əдістемесінің жоғары дəлдігі мен дұрыстығын 

айғақтайды. Зерттелетін үш түрлі концентрация деңгейінде 1 мкг/мл, 50 мкг/мл жəне 100 
мкг/мл табылған орташа мəндердің нақты мөлшерге сəйкестігі 97,0–99,5% аралығында 
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болуы жүйелі қателіктің аздығын көрсетсе, дəлдік көрсеткішінің 1,8–4,5% шегінде 
сақталуы нəтижелердің қайталану деңгейінің жоғары екенін жəне бұл аналитикалық 
əдістің биологиялық сынамаларды сенімді түрде анықтауға толық жарамды екенін 
білдіреді. 

Осылайша, əзірленген экстракция рəсімі химиялық–токсикологиялық сараптама 
шеңберінде екі биологиялық ортада да прегабалинді сандық анықтау үшін сенімді жəне 
валидті деп танылады. 

 
         Кесте 5. Дəлдік жəне дұрыстық кестесі (Accuracy and Precision) 

Қосылған 
концентрация 

(мкг/мл) 

Табылған 
концентрация 
(орташа мəн) 

Дұрыстығы, % Дəлдік, % 

1,0 0,98 98,0 4,5 
50,0 48,5 97,0 2,1 
100,0 99,5 99,5 1,8 

 
Талқылау. Жүргізілген зерттеу шеңберінде прегабалинді сұйықты–сұйықтық 

экстракция əдісімен оқшаулау үшін жағдайлар айқындалған, бұл кейінгі ЖТСХ–УК 
талдау үшін негізгі кезең болып табылады. Модельді су ерітінділерінен прегабалин 
алудың ең жоғары тиімділігіне рН = 5,5 мəні кезінде əлсіз қышқылды–бейтарап ортада 
қол жеткізілетіні эксперименттік түрде анықталды. Бұл жағдайларда экстрагент ретінде 
органикалық еріткіштер бутанол–этилацетат (1:1) қоспасын пайдалану кезінде 
шығарудың ең жоғары дəрежесі 82,02%–ды құрады. Күшті сілтілі ортада pH = 12,4 
сондай экстракциялық жүйені қолданған кезде шығарудың жоғары дəрежесі 
байқалғанына қарамастан, бірақ pH = 5,5 оңтайлы болып таңдалды, өйткені дəл осы pH 
мəні кезінде прегабалиннің неғұрлым толық алынуы жəне биологиялық матрицалармен 
жұмыс істеу кезінде нəтижелердің жақсы жаңғыртылуы қамтамасыз етілді. 

Химиялық–токсикологиялық талдау шеңберінде прегабалинді алу үшін оңтайлы 
мəн ретінде pH = 5,5 таңдау амфотерлік қосылыс ретінде оның физикалық–химиялық 
қасиеттеріне негізделген. Прегабалин иондаудың екі константасына ие: pKa1 = 4,2 
(карбоксильді топ) жəне pKa2 = 10,6 (амин топ). 

Алынған нəтижелер цвиттер–ион нысанындағы прегабалин бар екендігі туралы 
теориямен үйлеседі. pH = 5,5 диапазонында молекула электрбейтарап  жағдайда 
(изоэлектрлік аймақ), бұл оның гидратациясын жəне су фазасындағы ерігіштігін 
азайтады. Бұл аналитті органикалық еріткіштер жүйесіне бөлу үшін қолайлы жағдайлар 
жасайды жəне экстракцияның тиімділігін арттырады. 

Бес сынақтан өткен органикалық еріткіштерді салыстыру бутанол–этилацетат (1:1) 
неғұрлым селективті жəне тиімді экстрагент болып табылатынын растады, ал гексан 
(5,23%) жəне этилацетат (4,31%) сияқты полярлық емес еріткіштер экстракцияның ең 
төменгі нəтижелерін көрсетті. Экстракция еселігін бағалау (1:1) бутанол–этилацетатты  
үш мəрте алу 82,02% –ға дейін оңтайлы болып табылатынын көрсетті, өйткені жиіліктің 
одан əрі төрт есе ұлғаюы алу дəрежесінің елеулі өсуіне (80,56%) əкелген жоқ, бұл үш 
мəрте экстракцияны неғұрлым орынды етеді. 

NaCl жəне (NH4) 2SO4 электролиттерін экстракциялық жүйеге енгізумен қосымша 
эксперименттер алу тиімділігіне оң əсерін көрсетпеді, ал кейбір жағдайларда оның 
азаюына əкелді, бұл əзірленген сұйықты–сұйықтық экстракциясы үшін 
ерімталдандырмағыш қосудың қажеттілігінің жоқтығын көрсетеді. 
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Əзірленген шарттар биологиялық матрицалардан прегабалин экстракциясы үшін 
қолданылды. Оқшаулау нəтижелері əдістің сенімділігін растады: несептен алудың 
орташа дəрежесі 63,15% (RSD = 2,06%), ал қан плазмасынан –53,40% (RSD = 2,98%) 
құрады. 

Несептен алудың неғұрлым жоғары пайызы прегабалин бүйрек арқылы іс жүзінде 
өзгеріссіз шығарылуымен түсіндіріледі [16] жəне несептегі матрицалық əсер азырақ 
көрінеді. Қан үлгілеріндегі тиімділіктің төмендеуі прегабалиннің плазма ақуыздарымен 
жəне липидтермен байланысуына байланысты неғұрлым айқын матрицалық əсермен 
байланысты болуы мүмкін, бұл оның экстрагенттің органикалық фазасына толық өтуіне 
кедергі келтіреді. Дегенмен, шығарудың қол жеткізілген көрсеткіштері, ең бастысы – 
жоғары өндірілетіндігі (RSD төмен мəндері) сандық талдау үшін əдістеменің валидтілігі 
мен сенімділігін растайды. 

198 нм кезінде тікелей анықтаумен ЖТСХ–УК əдісін таңдау оның қолжетімділігіне, 
үнемділігіне жəне алдын ала дериватизациясыз талдау жүргізу мүмкіндігіне негізделген. 
Бұл сынама даярлау рəсімін айтарлықтай жеңілдетуге жəне ұшпа немесе флуоресцентті 
туындыларды алуды талап ететін əдістемелермен салыстырғанда зерттеудің жалпы 
уақытын қысқартуға, сондай–ақ хромато–масс–спектрометриялық əдістермен 
салыстырғанда талдаудың өзіндік құнын төмендетуге мүмкіндік береді. 

Масс–спектрометриялық детекторы бар сұйық хроматография (СХ–МС/МС) 1 
нг/мл деңгейінде сандық анықтау шегімен неғұрлым жоғары сезімталдықты қамтамасыз 
ететініне қарамастан [17], ЖТСХ–УК таңдалған əдісінің рұқсат ету қабілеті 
прегабалиннің терапиялық жəне уытты концентрацияларын сенімді анықтау үшін 
жеткілікті болып табылады. Біз əзірлеген əдістемеде сандық анықтау шегі 1 мкг/мл 
құрайды, бұл дағдылы химиялық–токсикологиялық талдау үшін барабар шек болып 
табылады. Бұл қан плазмасындағы прегабалиннің клиникалық маңызды жəне ықтимал 
уытты шоғырлануы 1 мкг/мл жəне одан жоғары диапазонда болуымен расталады [18, 21]. 

Бұдан басқа, прегабалин үшін басқа əдістерден айырмашылығы, мысалы, 1–фтор–
2,4–динитробензолды [19] пайдалана отырып, баған алдындағы дериватизацияның 
күрделі жəне көп еңбекті қажет ететін кезеңін талап етеді, біздің əдіс осы кезеңнен 
құтылуға мүмкіндік береді. Дериватизациялау кезеңінің болмауы жалған нəтижелер 
тудыруы немесе хроматографиялық бөлінудің шешілуін төмендетуі мүмкін артық 
дериватизациялаушы реагенттерден ықтимал интерференцияға байланысты 
проблемаларды жояды [20]. 

Осылайша, тікелей ЖТСХ–УК талдаумен үйлесімде сұйықты–сұйықтық 
экстракциясының əзірленген əдістемесі прегабалинді жедел химиялық–токсикологиялық 
талдау үшін пайдаланылатын сенімді, жоғары мамандандырылған жəне экономикалық 
тиімді рəсім болып танылады. 

Қорытынды. Жүргізілген зерттеу нəтижесінде ЖТСХ–УК əдісімен сандық 
анықтау үшін қан мен зəр плазмасынан прегабалинді сұйықты–сұйықтық 
экстракциясының оңтайлы əдістемесі əзірленді. Биологиялық матрицалардан 
прегабалинді оқшаулау үшін ортаның оңтайлы мəні pH = 5,5 болып табылатыны 
анықталды. Бұл мəнде аналит молекуласы цвиттер–ион (изоэлектрлік облыс) күйінде 
болады, бұл оның сулы фазада ерігіштігін барынша азайтады жəне органикалық 
еріткішке таралуы үшін қолайлы жағдайлар жасайды. 

Экстрагент ретінде 1:1 ара қатынасында бутанол–этилацетат қоспасын пайдалану 
прегабалинді неғұрлым тиімді алуды қамтамасыз ететіні эксперименталды түрде 
дəлелденді. Бұл еріткіштер жүйесі алынатын аналиттің жоғары тазалығын сақтай 
отырып, 53,40%–63,15% деңгейінде алу дəрежесіне қол жеткізуге мүмкіндік береді. 
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ЖТСХ–УК (198 нм) əзірленген əдістеме жоғары дəлдікпен (3% –дан кем RSD) жəне 
1–100 мкг/мл диапазонындағы сызықтықпен сипатталады. Сандық анықтау шегі  
(1 мкг/мл) жіті улануларды диагностикалау міндеттеріне толық сəйкес келеді. 

Ұсынылған əдіс экономикалық қолжетімді жəне қымбат тұратын масс–
спектрометриялық зерттеулерге шұғыл балама болып табылады. Əдістеме жіті улануға 
күдікті кезде прегабалинді күнделікті талдау үшін химиялық–токсикологиялық 
бөлімшелер мен сот–медициналық сараптама зертханаларын практикаға енгізу үшін 
ұсынылады. 
Мүдделер қақтығысы. Авторлар мүдделер қақтығысының жоқтығын мәлімдейді. 
Авторлардың үлестері. Тұжырымдаманы әзірлеу, А.Б, П.Н.; Жоба жазу, П.Н.; Жазу және редакциялау, 
А.Б., П.Н., З.У; Деректерді жинау және талдау, П.Н., З.У. К.С., Е.Н. 
Қаржыландыру. Бұл жұмысты қаржыландыру көздері жоқ. 
Деректердің қолжетімділігі туралы мәлімдеме. Осы зерттеудің нәтижелерін қолдайтын деректер мақала 
мәтінінің ішінде қамтылған. 
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ИЗ БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЕЙ 
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3 ГКП на ПХВ «Городской центр психического здоровья» акимата города Астаны, 
Астана, Казахстан 
4 ТОО «ProLabSupport (ПроЛабСаппорт)», Астана, Казахстан 

 
Аннотация 
Введение. В случаях острого отравления эффективное оказание экстренной 

медицинской помощи требует точного установления причины интоксикации. В рамках 
химико–токсикологического анализа ключевое значение имеет идентификация 
токсического вещества в биологических объектах, таких как плазма крови и моча. Одним 
из наиболее важных этапов анализа является его выделение из исследуемых матриц. 

Цель. Разработка методики экстракции прегабалина из биологических жидкостей 
(плазмы крови и мочи). 

Материалы и методы. Для изучения экстракции прегабалина из водных растворов 
применяли метод жидкость–жидкостной экстракции с использованием стандартных 
растворов прегабалина с концентрацией 100 мкг/мл. Для разработки оптимальной 
методики изолирования прегабалина из биологических жидкостей проводили серию 
экспериментов по экстракции из водной среды при различных условиях. Оценивали 
влияние свойств органических растворителей на эффективность извлечения с 
использованием растворителей различной полярности, а также влияние pH среды на 
извлечение прегабалина. Эксперименты по разработке методики изолирования 
прегабалина из плазмы крови и мочи проводили с использованием модельных смесей с 
концентрацией прегабалина 1, 10 и 100 мкг/мл. В качестве экстрагента была 
апробирована смесь бутанол–этилацетат в соотношении 1:1. 

Результаты. По результатам проведенных экспериментов установлено, что 
наибольшая эффективность извлечения прегабалина достигается при трехкратной 
экстракции из водной среды с использованием смеси бутанол–этилацетат (1:1) при pH = 
5,5. Указанные условия признаны оптимальными и использовались для изолирования 
прегабалина из образцов плазмы крови и мочи. 

Заключение. В результате исследования разработана оптимальная методика 
жидкость – жидкостной экстракции прегабалина из плазмы крови и мочи, 
предназначенная для количественного определения методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с ультрафиолетовым детектированием. Методика 
валидирована по следующим показателям: степень извлечения из мочи 63,15%, из 
плазмы крови – 53,40%, линейность (1–100 мкг/мл), относительное стандартное 
отклонение (2,98% для плазмы крови и 2,06% для мочи), предел обнаружения (LOD: для 
плазмы крови – 0,3 мкг/мл, для мочи – 0,3 мкг/мл) и нижний предел количественного 
определения (LLOQ: 1 мкг/мл для плазмы крови и мочи). Установлено, что 
оптимальными условиями изолирования прегабалина из биологических жидкостей 
являются трехкратная экстракция смесью бутанол–этилацетат (1:1) при pH = 5,5. 
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Abstract 
Introduction. In cases of acute poisoning, effective emergency medical care requires 

accurate identification of the cause of intoxication. Within the framework of chemical and 
toxicological analysis, the identification of toxic substances in biological matrices such as blood 
plasma and urine are of key importance. One of the most critical stages of the analysis is their 
isolation from the studied matrices. 

Aim. To develop a method for the extraction of pregabalin from biological fluids (blood 
plasma and urine). 

Materials and Methods. The extraction of pregabalin from aqueous solutions was 
studied using the liquid–liquid extraction method with standard pregabalin solutions at a 
concentration of 100 µg/mL. To develop an optimal method for isolating pregabalin from 
biological fluids, a series of extraction experiments from an aqueous medium under various 
conditions was conducted. The effect of organic solvent properties on extraction efficiency was 
evaluated using solvents of different polarities, as well as the influence of pH on pregabalin 
recovery. Experiments aimed at developing a method for isolating pregabalin from blood 
plasma and urine were carried out using model mixtures with pregabalin concentrations of 1, 
10, and 100 µg/mL. A butanol–ethyl acetate mixture (1:1) was tested as the extraction solvent. 

Results. The results showed that the highest extraction efficiency of pregabalin was 
achieved by triple extraction from the aqueous medium using a butanol–ethyl acetate mixture 
(1:1) at pH 5.5. These conditions were considered optimal and were applied for the isolation of 
pregabalin from blood plasma and urine samples. 

Conclusion. An optimal method for the liquid–liquid extraction of pregabalin from blood 
plasma and urine was developed for its quantitative determination by high–performance liquid 
chromatography with ultraviolet detection. The method was validated in terms of recovery from 
urine 63.15%, from blood plasma – 53.40%, linearity (1–100 µg/mL), relative standard 
deviation (2.98% for blood plasma and 2.06% for urine), limit of detection (LOD: 0.3 µg/mL 
for both matrices), and lower limit of quantification (LLOQ: 1 µg/mL). It was established that 
the optimal conditions for isolating pregabalin from biological fluids involve triple extraction 
with a butanol – ethyl acetate mixture (1:1) at pH 5.5. 

Key words: pregabalin, liquid–liquid extraction, high–performance liquid 
chromatography with ultraviolet detection, biological fluids. 
  



ВЕСТНИК КАЗНМУ № 1 (76) – 2026 

ISSN 2524 – 0684   e-ISSN 2524 – 0692 

 

 
                                                                                                                           45 

© The Author(s), 2026. Licensed under CC BY 4.0 

УДК 578.7:616.98:575.113    Поступил в редакцию: 21.01.2026 
МРНТИ 34.25.21     Принято к публикации: 19.03.2026 
DOI: 10.53065/kaznmu.2026.76.1.004 
 

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ ВИРУСА КРЫМ – КОНГО 
ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКИ В ПОПУЛЯЦИИ ИКСОДОВЫХ КЛЕЩЕЙ 
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Аннотация  
Введение. Согласно классификации Всемирной Организации Здравоохранения, 

вирус Крым–Конго геморрагической лихорадки (ККГЛ) относится к патогенам высокого 
приоритета из–за высокой смертности, отсутствия лицензированных вакцин и 
специфической противовирусной терапии. В Республике Казахстан природные очаги 
ККГЛ расположены в Кызылординской, Жамбылской и Туркестанской областях, где 
ежегодно регистрируются случаи данного заболевания. 

Цель. Проведение генетической характеристики изолятов РНК вируса ККГЛ, 
выявленных в клещах Hyalomma asiaticum на территории Туркестанской области в 2025 
году и определение их филогенетического положения. 

Материалы и методы. Выполнено секвенирование четырех образцов РНК вируса 
ККГЛ с последующим анализом нуклеотидных последовательностей с использованием 
базы данных GenBank (NCBI) и методов филогенетического анализа. 

Результаты. Из четырех исследованных образцов, амплификация наблюдалась в 
трех.  Филогенетический анализ S и L фрагментов генома вируса ККГЛ показал, что все 
выявленные в Туркестанской области изоляты, относятся к генотипу Asia 2. Анализ S–
фрагмента выявил высокую степень нуклеотидной гомологии (до 97,9%) со штаммами, 
циркулирующими в Казахстане и Таджикистане. Филогенетическое дерево L–фрагмента 
продемонстрировало кластеризацию одного из изолятов с Казахстанскими штаммами, 
при этом максимальная идентичность (до 98,2%) отмечена со штаммом из 
Таджикистана. Попарный сравнительный анализ показал 100% идентичность между 
изолятами №20 и №21, тогда как изолят №22 характеризовался большей дивергенцией 
(до 2,6%) и относительным генетическим удалением от остальных образцов. Кластер 
исследованных изолятов имел высокую статистическую поддержку значимость (95–
98%). 
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Заключение. Полученные результаты подтверждают принадлежность 
исследованных изолятов к среднеазиатской линии Asia 2 вируса ККГЛ и указывают на 
циркуляцию данного генотипа в природном очаге Туркестанской области. Среди 
исследованных образцов не выявлено признаков присутствия других генотипов вируса. 
Полученные данные согласуются с ранее опубликованными результатами о 
доминировании генотипа Asia 2 в регионе Центральной Азии. Проведенное 
исследование подчеркивает значимость молекулярно–генетических методов и 
секвенирования для уточнения филогенетической принадлежности вируса и 
мониторинга его генетического разнообразия в природных очагах. 

Ключевые слова: Крым–Конго геморрагическая лихорадка, Orthonairovirus, 
Hyalomma, филогения, нуклеотидная последовательность, генотип, Казахстан.  
 

Введение. Крым–Конго геморрагическая лихорадка (ККГЛ) – одна из наиболее 
тяжелых форм вирусных геморрагических лихорадок, эндемичных для стран Африки, 
Азии, Восточной Европы и Ближнего Востока. Возбудитель ККГЛ относится к роду 
Orthonairovirus семейства Nairoviridae [1, 2]. Впервые научное обоснование ККГЛ как 
самостоятельной природно–очаговой вирусной инфекции было дано во время вспышки 
заболевания среди военнослужащих в Крыму в 1944 году М. П. Чумаковым [3]. В 1956 
году в Бельгийском Конго был изолирован вирус из крови больного ребенка, при 
изучении которого были получены доказательства антигенной идентичности 
возбудителя ККГЛ и вируса лихорадки Конго [4]. В начале 1970–х годов в 
международной номенклатуре было принято объединенное название – вирус Крым–
Конго геморрагической лихорадки (Crimean–Congo hemorrhagic fever virus, CCHFV) [5, 
6]. 

В настоящее время ККГЛ представляет серьезную проблему для здравоохранения 
Республики Казахстан. Природные очаги инфекции расположены на территориях 
Кызылординской, Жамбылской и Туркестанской областей. В последние годы отмечается 
расширение границ очаговых территорий ККГЛ, о чем свидетельствует регистрация 
случаев заболевания в районах, где данная инфекция не выявлялась в течение 
нескольких десятилетий. Мониторинг эпидемиологической ситуации по ККГЛ в 
Республике Казахстан в 2023–2025 гг. показал, что наибольшее число случаев было 
зарегистрировано в Кызылординской (34 случая) и Туркестанской (31 случай) областях, 
где показатели заболеваемости значительно превышали среднереспубликанский 
уровень. В этих регионах также отмечены высокие показатели инфицированности 
клещей вирусом ККГЛ – 3,9% и 5,5% соответственно [7]. 

Важным инструментом лабораторной диагностики и эпидемиологического 
мониторинга ККГЛ являются молекулярно–генетические и серологические методы 
исследования. Диагностика заболевания, а также мониторинг зараженности клещей 
вирусом ККГЛ, в основном включают проведение ПЦР и иммуноферментного анализов. 
В последние годы внедрение методов молекулярной биологии в традиционную 
эпидемиологию значительно расширило возможности мониторинга вспышек и 
профилактики вирусных заболеваний. Эти подходы включают генотипические и 
фенотипические методы, позволяющие определять конкретные штаммы вируса, 
циркулирующие в популяции, что способствует совершенствованию диагностики, 
разработке терапевтических и вакцинных стратегий, а также отслеживанию 
распространения патогенов [8]. 

Наряду с традиционными методами мониторинга в Казахстане в последние годы 
активно применяется геномный анализ с использованием технологий секвенирования и 
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биоинформатики, что является мощным инструментом для изучения вспышек вирусных 
инфекций и углубленного понимания их молекулярной эпидемиологии [9–11]. Несмотря 
на то, что генетическое разнообразие вируса ККГЛ на территории Казахстана ранее 
становилось объектом исследований, данные по природным очагам инфекции требуют 
регулярного обновления в связи с высокой генетической изменчивостью вируса. Целью 
нашей работы было определить генетическую характеристику вируса Крым–Конго 
геморрагической лихорадки, обнаруженную в клещах Hyalomma asiaticum на территории 
Туркестанской области в 2025 г. 

Материалы и методы. Идентификация клещей проводилась на основе их 
морфологических признаков под стереомикроскопом с использованием 
многоканального электронного определителя [12] и описания видов клещей Филипповой 
и Хораком [13]. Идентификация клещей проводилась до видового уровня. 

Выделение РНК ККГЛ из суспензий клещей было произведено с помощью 
коммерческого набора «QIAampViral RNA Mini Kit (250)» (Qiagen, Германия), согласно 
инструкции фирмы производителя [14]. 

Гомогенизацию клещей проводили в пробирках объемом 2,0 мл, не содержащих 
ДНКазу/РНКазу, в среде DMEM с добавлением циркониево–кремниевых шариков 
диаметром 5 мм. Механическое разрушение тканей осуществляли на гомогенизаторе 
TissueLyser II (QIAGEN) с частотой 30 циклов в секунду в течение 3 мин. в соответствии 
с рекомендациями производителя для обработки членистоногих [15].  

Детекцию РНК вируса ККГЛ проводили методом обратной транскрипции с 
последующей ПЦР в режиме реального времени (ОТ–ПЦР–РВ) с использованием 
коммерческого набора реагентов «АмплиСенс® CCHFV–FL», валидированного для 
диагностики ККГЛ. Амплификацию выполняли на приборе Rotor–Gene 3000 (QIAGEN) 
в соответствии с инструкцией производителя [16]. 

Обратная транскрипция и секвенирование. Синтез к–ДНК проводили методом 
обратной транскрипции с использованием набора реагентов «Реверта L» (Россия). 
Амплификацию фрагментов S–, L– и M–сегментов проводили методом «nested–ПЦР» с 
использованием специфических к вирусу ККГЛ праймеров [17, 18]. 

Реакцию ПЦР проводили в объеме 30 мкл, включая 5 мкл кДНК или 5 мкл продукта 
первого раунда ПЦР, 20 пмоль сегмент–специфических праймеров, 2.5 mM MgCl₂, 1× 
буфера для ПЦР, 1× Q–Solution, 200 мкМ каждого дНТФ и 1,5 ед. HotStarTaq Plus ДНК–
полимеразы (Qiagen, США). 

Амплификацию выполняли в термоциклере T100 (Bio–Rad, США) при следующих 
условиях: начальная денатурация – 5 мин при 95 °C; 35 циклов (денатурация при 95 °C 
– 1 мин, отжиг праймеров при 58 °C (49 °C при втором раунде ПЦР) – 1 мин, элонгация 
при 72 °C –1 мин); заключительная элонгация – 10 мин при 72 °C. 

 В ПЦР–амплификации продукты очищали экзонуклеазой I (ExoI) и щелочной 
фосфатазой (SAP) как описано ранее [19]. Очищенные продукты ПЦР были помечены 
флуоресцентными красителями с использованием BigDye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit Applied биосистемы. Образцы секвенировали с помощью 
автоматического анализатора ABI 3730 XL ДНК (Applied Biosystems, США). 

Анализ последовательностей геномов вирусов проводился с использованием базы 
данных GenBank (NCBI). Для вируса Конго–Крымской геморрагической лихорадки – 
участок N–гена S–, L–сегментов. На основе выбранных последовательностей были 
спроектированы праймеры и флуоресцентно меченые зонды с использованием программ 
Primer–BLAST и OligoAnalyzer. Проверка «in silico» (в компьютерной модели) 
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подтвердила отсутствие неспецифичных совпадений с другими ортонайровирусами и 
флавивирусами (Таблица 1). 
 
 
     Таблица 1. Наборы внешних и внутренних праймеров, использованных для 
постановки двух раундовой ПЦР 
Наименование Последовательность (5’– 

3’) 
Размер 
продукт
а b.p. 

Мишень Ссылка 

Праймеры для первого раунда амплификации 
S–rna– CCHF–F1  acgcccacagtgttctcttgagtg 738 S segment DOI: 

10.31082/172
8–452X–
2018–195–9–
54–60 

S–rna–CCHF–R1 caaggcctgttgcracaagtgctat DOI: 
10.31082/172
8–452X–
2018–195–9–
54–60 

M–CCHF–Kuhn–
F 

caaagaaatacttgcggcacg 956 M segment 12 

M–CCHF–NCB–
R1 

cctyttacaccaytctagyargccttc DOI: 
10.31082/172
8–452X–
2018–195–9–
54–60 

L–CCHF–NCB–
F1 

cttamgaggatgctrtctgacaa 821 L segment DOI: 
10.31082/172
8–452X–
2018–195–9–
54–60 

L–CCHF–NCB–
R1 

ttgttagarccrtataagaatgttga DOI: 
10.31082/172
8–452X–
2018–195–9–
54–60 

Праймеры для второго раунда амплификации 
Burt– CCHF–F1 tggacaccttcacaaactc 536 S segment 13 
Burt– CCHF–R1 gacaaattccctgcacca 
M–CCHF–NCB–
F2 

tcagtacgtaagtgttaactttgag 847 M segment DOI: 
10.31082/172
8–452X–
2018–195–9–
54–60 

M–CCHF–NCB–
R2 

ccttgaggnaangtcaagattat DOI: 
10.31082/172
8–452X–
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2018–195–9–
54–60 

L–CCHF–NCB–
F2 

tggagayggtgatgtgtttacagc 608 L segment DOI: 
10.31082/172
8–452X–
2018–195–9–
54–60 

L–CCHF–NCB–
R2 

gctgcatatgyctttctatycctgt DOI: 
10.31082/172
8–452X–
2018–195–9–
54–60 

 
 
Результаты. Ранее нами был проведен мониторинг зараженности иксодовых 

клещей вирусом ККГЛ в Туркестанской области, результаты которого подтвердили 
наличие РНК вируса в популяциях клещей Hyalomma asiaticum, снятых с овец в 
Созакском районе, и H. scupense с коров в Мактааральском районе [22]. Однако для 
понимания молекулярной эволюции и филогенетического происхождения 
циркулирующих штаммов требовалось проведение секвенирования. В настоящей работе 
представлены результаты генетического анализа трех выбранных положительных 
изолятов. Из пулов положительных проб, выявленных в ходе предыдущего 
исследования, для секвенирования были отобраны четыре образца показавшие 
положительный результат в ПЦР образец №20 Ct – 37.82 (Созакский р–н), №21 Ct – 21.34 
(Созакский р–н), №22 Ct – 34.80 (Созакский р–н), №91 Ct – 36 (Мактаральский р–н). 
Анализ показал, что специфические полосы, соответствующие целевому фрагменту S–
сегмента, четко визуализировались в трех образцах (№20, №21 и №22). В то же время, 
амплификация фрагмента L–сегмента оказалась успешной только для одного образца 
(№21), где была выявлена полоса ожидаемой молекулярной массы. При анализе 
фрагментов М–сегмента положительных результатов во всех четырех исследованных 
пробах получено не было (Рисунок 1). 

 

 
Рисунок 1. Результаты электрофоретическое разделение продуктов амплификации 

четырех образцов вируса ККГЛ от клещей Hyalomma asiaticum  
из Туркестанской области 

 
Необходимо отметить, что из четырех образцов, отобранных по результатам 

скрининговой ПЦР в реальном времени, один изолят (№91) не показал специфической 
амплификации фрагментов S, M и L–сегментов при постановке классической ПЦР. 
Отсутствие видимых продуктов амплификации на электрофореграмме сделало 
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невозможным дальнейшее секвенирование данного образца методом Сенгера. Для 
систематизации данных о происхождении и характеристиках исследуемых проб, 
основные сведения об изолятах, включая географическую локализацию, вид 
переносчика и результаты молекулярного скрининга, были сведены в общую панель. 
Подробная характеристика образцов вируса ККГЛ, отобранных для генетического 
анализа, представлена в таблице 2. 
 
      Таблица 2. Характеристика изолятов вируса ККГЛ, выделенных из клещей 
Hyalomma asiaticum (Туркестанская область 2025 г.) 
 
Название изолята Место сбора 

(район) 
Биологический 
хозяин 

Секвениров
анный 
сегмент 

CCHFV(20)/Turkestan/S1/2025 Созакский Hyalomma asiaticum  S 
CCHFV(21)/Turkestan/S2/2025 Созакский Hyalomma asiaticum  S, L 
CCHFV(22)/Turkestan/SL3/2025 Созакский Hyalomma asiaticum  S  

 
По результатам филогенетического анализа, три исследованных изолята из 

Туркестанской области № 20, 21, 22 вошли в состав одного кластера и отнесены к 
генотипу Asia 2. Построенные филогенетические деревья демонстрирует четкое 
разделение вируса ККГЛ на основные мировые генотипы. Все три изолята, выделенные 
из клещей H. asiaticum в Туркестанской области, кластеризуются в пределах линии Asia 
2 (Рисунки 2, 3). 
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Рисунок 2. Дерево максимального правдоподобия штаммов вируса Крым – Конго 
геморрагической лихорадки на основе полных последовательностей S сегментов. 
Черные кружки представляют штаммы из Казахстана. Секвенированые в данном 

исследовании штаммы обозначены черными ромбами 
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Рисунок 3. Дерево максимального правдоподобия штаммов вируса Крым – Конго 
геморрагической лихорадки на основе полных последовательностей L сегментов. 
Черные кружки представляют штаммы из Казахстана. Секвенированый в данном 

исследовании штамм на филогенетическом дереве обозначен черным ромбом. 
 

Анализ показал высокое генетическое сходство исследованных изолятов (97,9% по 
S–сегменту и 98,2% по L–сегменту) со штаммами, ранее выявленными в Центрально–
Азиатском регионе. Полученные данные указывают на принадлежность 
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анализированных изолятов к генотипу Asia 2 и могут свидетельствовать о его 
продолжающейся циркуляции в природных очагах Туркестанской области. 

В то же время, с учетом ограниченного числа секвенированных образцов, 
полученные результаты следует рассматривать как предварительные. Включение 
данных последовательностей в анализ расширяет представления о филогеографическом 
распределении вируса ККГЛ на юге Казахстана и демонстрирует значимость 
секвенирования для молекулярного мониторинга возбудителя. 

Филогенетический анализ S–фрагмента 
В соответствии с общепринятой классификацией, S–сегмент вируса Crimean–

Congo hemorrhagic fever virus подразделяется на восемь генотипов: Asia 1–2, Africa 1–3 
и Europe 1–3. Все изоляты, секвенированные в настоящем исследовании, 
кластеризовались в пределах генотипа Asia 2, формируя единую группу с ранее 
описанными штаммами из Казахстана и Таджикистана (рисунок 2). Анализ 
нуклеотидной гомологии показал, что исследованные изоляты демонстрируют высокую 
степень сходства (97,1–97,9%) с казахстанскими штаммами. Максимальная 
идентичность (до 97,9%) была выявлена со штаммами, циркулирующими в 
Таджикистане. Внутригрупповая дивергенция была низкой, что свидетельствует о 
генетической однородности циркулирующих вариантов S–сегмента в регионе. 

Филогенетический анализ L–фрагмента. 
Филогенетический анализ L–сегмента (Рисунок 3) показал, что исследованный 

изолят кластеризуется с ранее описанными штаммами из Казахстана (KX129730, 
KX013453), что указывает на его принадлежность к генотипу Asia 2. Наибольшая 
нуклеотидная идентичность (до 98,2%) отмечена со штаммом из Таджикистана 
(KX013447). Полученный результат подтверждает близкое филогенетическое родство 
исследованного изолята со штаммами, циркулирующими в странах Центральной Азии. 

Нами был проведен сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей 
изолятов вируса ККГЛ с помощью программного обеспечения DNASTAR MegAlign. 
Построена матрица, отражающая степень генетического родства между изолятами № 20, 
21, 22 и референтыми, взятых из Международной базы данных GenBank (Рисунок 4). 
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Рисунок 4. Процент идентичности/расхождения последовательностей S сегментов 

(изоляты № 20, 21, 22) и L сегментов (изолят № 21) с ближайшими соседями 
 

Изоляты от клещей № 20, № 21 согласно проведенному сравнению на матрице 
попарного сходства нуклеотидных последовательностей вируса ККГЛ образцы 
идентичны на 100% между собой (дивергенция 0,0). Эти изоляты наиболее близки к 
изолятам из Таджикистана (KX013446_Gaib_Tajikistan_1969) и Узбекистана 
(KX013449_Hodzha_Uzbekistan_1967) с процентом идентичности 97,5%. Изолят № 22 
заметно отличается от № 20, № 21 сходство составляет 97,5% (дивергенция 2,6). Изолят 
№ 22 также имеет родство со штаммами из Узбекистана и Таджикистана (сходство 
94,9%) однако уровень отличия от всех остальных в таблице выше, чем у изолятов № 20, 
№ 21 

Обсуждение. Результаты филогенетического анализа (Рисунки 2, 3) 
демонстрируют, что все три исследованных изолята вируса Крым–Конго 
геморрагической лихорадки (№ 20, № 21 и № 22), выявленные на территории 
Туркестанской области, относятся к генетической линии Asia 2. Изоляты формируют 
выраженный кластер с высокой статистической поддержкой (95–98%), что 
свидетельствует об их тесном эволюционном родстве между собой. Высокая степень 
сходства наблюдается со штаммами, выделенными в 2024 г в Арысском районе 
Туркестанской области (номера Gen Bank: PV646618.1, PV646617.1), что указывает на 
относительную консервативность генофонда вируса ККГЛ в данном природном очаге. 

Полученные последовательности дополняют имеющиеся данные о генетическом 
разнообразии вируса ККГЛ в Южном Казахстане и подтверждают, что циркулирующие 
в регионе варианты вируса относятся к среднеазиатской линии Asia 2. Включение новых 
последовательностей в филогенетический анализ позволяет уточнить положение 
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локальных изолятов внутри данного генотипа и расширяет представления о его 
пространственном распространении в пределах Центральной Азии. 

Полученные данные могут указывать на циркуляцию вируса в пределах 
исследуемой территории и генетическую близость выявленных изолятов. В то же время, 
с учетом ограниченного числа образцов, а также получения последовательности L–
сегмента только для одного из них, данные результаты не позволяют делать однозначные 
выводы о характере циркуляции вируса или отсутствии заносов других генотипов. Для 
подтверждения этих предположений необходимы дополнительные исследования с 
расширенной выборкой. Подобная стабильность филогенетической структуры 
характерна для устоявшихся природных очагов ККГЛ, где циркуляция вируса 
поддерживается устойчивыми связями между переносчиками и прокормителями.  

Несмотря на то, что факт циркуляции вируса ККГЛ в Туркестанской области был 
установлен ранее [21], применение методов секвенирования позволило уточнить 
филогенетическую принадлежность выявленных изолятов и подтвердить их отнесение к 
линии Asia 2. Филогенетическая близость исследованных изолятов к штаммам из 
соседних регионов Центральной Азии может отражать исторически сложившиеся пути 
распространения вируса, связанные с миграцией клещей рода Hyalomma и 
перемещением их прокормителей. 

Следует отметить, что амплификация фрагмента L–сегмента генома вируса 
оказалась успешной лишь для одного образца. Это, вероятно, связано с низкой вирусной 
нагрузкой в клещах или деградацией РНК в исследуемом материале, что ранее 
отмечалось и в других исследованиях при анализе полевых образцов [24]. 

Определенным ограничением настоящего исследования является относительно 
небольшое число успешно секвенированных образцов, что не позволяет в полной мере 
оценить генетическое разнообразие вируса ККГЛ в пределах исследуемой территории. 
Кроме того, при анализе фрагментов M–сегмента генома вируса положительных 
результатов в исследованных образцах получено не было, что не позволило провести его 
филогенетический анализ. Между тем изучение M–сегмента может предоставить 
дополнительную информацию о филогенетической структуре вируса и возможных 
событиях реассортации. В связи с этим дальнейшие исследования, включающие 
расширенный отбор образцов и секвенирование всех трех сегментов генома вируса, 
представляются важными для более полного понимания молекулярной эпидемиологии 
ККГЛ в регионе. 

Заключение. Проведенное молекулярно–генетическое и филогенетическое 
исследование показало, что три изолята вируса Крым–Конго геморрагической 
лихорадки, выявленные в клещах Hyalomma asiaticum на территории Туркестанской 
области в 2025 году, формируют единый кластер и относятся к генотипу Asia 2. Высокий 
уровень нуклеотидной идентичности (97,9% по S–сегменту и 98,2% по L–сегменту) с 
ранее описанными штаммами, циркулирующими в Центрально–Азиатском регионе, 
указывает на их близкое генетическое родство и региональную принадлежность. 

Полученные результаты подтверждают принадлежность анализированных 
изолятов к генотипу Asia 2 и согласуются с ранее опубликованными данными о его 
распространении в Центральной Азии. Проведенное исследование демонстрирует 
информативность методов секвенирования вирусной РНК для уточнения 
филогенетической принадлежности изолятов и их использования в молекулярном 
мониторинге вируса ККГЛ. 
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов. 
Заявление о доступности данных. Данные, подтверждающие результаты данного исследования, 
содержатся в статье. 
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Түйіндеме 
Кіріспе. Дүниежүзілік денсаулық сақтау ұйымының жіктемесіне сәйкес, Қырым–

Конго геморрагиялық қызбасының (ККГҚ) вирусы жоғары өлім–жітімге, 
лицензияланған вакциналардың және спецификалық вирусқа қарсы терапияның 
болмауына байланысты жоғары басымдықтағы патогендерге жатады. Қазақстан 
Республикасында ККГҚ табиғи ошақтары Қызылорда, Жамбыл және Түркістан 
облыстарында орналасқан, мұнда жыл сайын ауру жағдайлары тіркеледі. 

Мақсаты. 2025 жылы Түркістан облысы аумағында Hyalomma asiaticum 
кенелерінде анықталған ҚКГҚ вирусы РНҚ изоляттарының генетикалық сипаттамасын 
жүргізу және олардың филогенетикалық орнын анықтау. 

Материалдар мен әдістер. ҚКГҚ вирусы РНҚ–сының төрт үлгісіне секвенирлеу 
жүргізіліп, кейін нуклеотидтік тізбектерге GenBank дерекқоры және филогенетикалық 
талдау әдістері қолданылды. 

Нәтижелер. Зерттелген төрт үлгінің үшеуінде амплификация байқалды. ҚКГҚ 
вирусының геномының S және L фрагменттерінің филогенетикалық талдауы Түркістан 
облысында анықталған барлық изоляттардың Asia 2 генотипіне жататынын көрсетті. S–
фрагментті талдау Қазақстан мен Тәжікстанда айналымда жүрген штаммдармен жоғары 
нуклеотидтік гомологияны (97,9%–ға дейін) анықтады. L–фрагменттің филогенетикалық 
ағашы изоляттардың бірінің Қазақстандық штаммдармен кластерленуін көрсетті, бұл 
ретте ең жоғары сәйкестік (98,2%–ға дейін) Тәжікстан штаммымен байқалды. Жұптық 
салыстырмалы талдау №20 және №21 изоляттары арасында 100% сәйкестікті көрсетті, 
ал №22 изолят үлкен дивергенциямен (2,6%–ға дейін) және басқа үлгілерден 
салыстырмалы генетикалық алшақтығымен сипатталды. Зерттелген изоляттар кластеры 
жоғары статистикалық қолдауға ие болды (95–98%). 

Қорытынды. Алынған нәтижелер зерттелген изоляттардың ҚКГҚ вирусының Asia 
2 ортаазиялық желісіне жататынын растайды және осы генотиптің Түркістан облысының 
табиғи ошағында айналымда екенін көрсетеді. Зерттелген үлгілер арасында вирустың 
басқа генотиптерінің болу белгілері анықталған жоқ. Алынған деректер Орталық Азия 
өңірінде Asia 2 генотипінің басым екендігі туралы бұрын жарияланған нәтижелермен 
сәйкес келеді. Жүргізілген зерттеу вирустың филогенетикалық тиесілігін нақтылау және 
оның табиғи ошақтардағы генетикалық әртүрлілігін мониторингтеу үшін молекулалық–
генетикалық әдістер мен секвенирлеудің маңыздылығын көрсетеді. 

Түйінді сөздер: Қырым–Конго геморрагиялық қызбасы, Orthonairovirus, 
Hyalomma, филогения, нуклеотидтік тізбек, генотип, Қазақстан. 
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Abstract 
Introduction. According to the classification of the World Health Organization, the 

Crimean–Congo hemorrhagic fever (CCHF) virus is classified as a high–priority pathogen due 
to its high mortality rate, the absence of licensed vaccines, and the lack of specific antiviral 
therapy. In the Republic of Kazakhstan, natural foci of CCHF are located in the Kyzylorda, 
Zhambyl, and Turkestan regions, where cases are reported annually. 

Aim. To conduct a genetic characterization of CCHF virus RNA isolates detected in 
Hyalomma asiaticum ticks in the Turkestan region in 2025 and to determine their phylogenetic 
position. 

Materials and Methods. Sequencing of four CCHF virus RNA samples was performed, 
followed by nucleotide sequence analysis using the GenBank (NCBI) database and 
phylogenetic analysis methods. 

Results. Of the four samples studied, amplification was observed in three. Phylogenetic 
analysis of the S and L genome segments of the CCHF virus showed that all isolates identified 
in the Turkestan region belong to the Asia 2 genotype. Analysis of the S segment revealed a 
high degree of nucleotide homology (up to 97.9%) with strains circulating in Kazakhstan and 
Tajikistan. The phylogenetic tree of the L segment demonstrated clustering of one isolate with 
Kazakh strains, with the highest identity (up to 98.2%) observed with a strain from Tajikistan. 
Pairwise comparative analysis showed 100% identity between isolates No. 20 and No. 21, 
whereas isolate No. 22 was characterized by greater divergence (up to 2.6%) and relative 
genetic distance from the other samples. The cluster of the studied isolates had high statistical 
support (95–98%). 

Conclusion. The obtained results confirm that the studied isolates belong to the Central 
Asian lineage Asia 2 of the CCHF virus and indicate the circulation of this genotype in the 
natural focus of the Turkestan region. No evidence of the presence of other viral genotypes was 
detected among the studied samples. The findings are consistent with previously published data 
on the predominance of the Asia 2 genotype in the Central Asian region. The study highlights 
the importance of molecular genetic methods and sequencing for clarifying the phylogenetic 
affiliation of the virus and monitoring its genetic diversity in natural foci. 

Key words: Crimean–Congo hemorrhagic fever, Orthonairovirus, Hyalomma, 
phylogeny, nucleotide sequence, genotype, Kazakhstan. 

 
  


