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возбудитель ку-лихорадки – внутриклеточный патоген Coxiella burnetii – распространен практически по все-
му миру; в его циркуляции участвует множество видов кровососущих клещей, опасных для животных и чело-
века. с помощью молекулярно-генетических методов обнаружены близкородственные виды микроорганизмов 
рода Coxiella sp., ряд которых является эндосимбионтами клещей, а некоторые могут выживать в организме 
человека, вызывая инфекционный процесс. существование видов, гены которых по нуклеотидной последова-
тельности сходны с генами C. burnetii, затрудняет генодиагностику патогена у членистоногих переносчиков.  
цель данной работы – изучение возможности применения пцр для молекулярной диагностики и секвенирова-
ния протяженного фрагмента гена 16S ррнк для дифференциации C. burnetii от Coxiella-подобных микроорга-
низмов. материалы и методы. индивидуальные пробы кровососущих клещей исследовали для обнаружения 
бактерий рода Coxiella sp. с помощью стандартной пцр. для положительных образцов получали протяженные 
фрагменты гена 16S ррнк и исследовали его с помощью секвенирования и множественного выравнивания с 
гомологичными последовательностями. результаты и обсуждение. из 96 исследованных клещей, собранных 
на территории ульяновской области, один был положителен на присутствие днк C. burnetii и один – на присут-
ствие днк Coxiella sp. для изолята C. burnetii наибольшее сходство выявлено с западноевропейскими штаммами, 
для Coxiella-подобного микроорганизма – с близкородственными бактериями из клещей того же вида. отмечены 
уникальные полиморфизмы для обнаруженных микроорганизмов. установлено, что родоспецифичные праймеры 
к фрагменту гена 16S ррнк способны амплифицировать не только бактерии рода Coxiella sp., но и генетически 
дистанцированные виды. анализ последовательности протяженного фрагмента гена 16S ррнк позволяет диффе-
ренцировать C. burnetii от Coxiella-подобных микроорганизмов; некоторые полиморфизмы гена, по-видимому, 
возникли в процессе микроэволюции в различных географических регионах. в европейской части российской 
Федерации Coxiella-подобные бактерии обнаружены впервые.
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Abstract. The causative agent of Q fever, the intracellular pathogen Coxiella burnetii, is found almost worldwide; 
many types of blood-sucking ticks that are dangerous to animals and humans are involved in the circulation of the patho-
gen. Using molecular-genetic methods, closely related species of microorganisms of the genus Coxiella sp. have been 
discovered, some of which are endo-symbionts of ticks, and some can survive in the human body, causing an infectious 
process. The existence of species whose genes are similar in nucleotide sequence to those of C. burnetii makes it difficult 
to diagnose the pathogen in arthropod vectors. The aim of this work was to consider the use of PCR and sequencing of 
an extended 16S rRNA gene fragment for molecular diagnostics and differentiation of C. burnetii from Coxiella-like 
microorganisms. Materials and methods. Individual samples of blood-sucking ticks were examined to detect bacteria 
of the genus Coxiella sp. applying standard PCR. For positive samples, an extended fragment of the 16S rRNA gene was 
obtained and examined by sequencing and multiple alignment with homologous sequences. Results and discussion. 
Of the 96 examined ticks collected in the Ulyanovsk Region, one was positive for the presence of C. burnetii DNA and 
one – for the presence of Coxiella sp. The greatest similarity for the C. burnetii isolate was noted in comparison with 
Western European strains, for the Coxiella-like microorganism - with closely related bacteria from ticks of the same spe-
cies. Unique polymorphisms for the detected microorganisms were identified. It has been established that genus-specific 
primers to the 16S rRNA gene fragment are able to amplify not only bacteria of the genus Coxiella sp., but also geneti-
cally distant species. Analysis of the sequence of the extended 16S rRNA gene fragment makes it possible to differentiate 
C. burnetii from Coxiella-like microorganisms; some gene polymorphisms appear to have arisen through microevolution 
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Coxiella burnetii – возбудитель ку-лихорадки 
у человека и коксиеллеза у животных. это внутри-
клеточный патоген, относящийся к генетически 
обособленному роду, входящему в класс гамма-
протеобактерий, порядок Legionellales, семейство 
Coxiellaceae и род Coxiella. многие виды теплокров-
ных и членистоногих хозяев участвуют в циркуляции 
бактерии в очагах инфекции по всему миру. среди 
них иксодовые клещи, представленные в умеренной 
зоне северного полушария видами родов Ixodes sp., 
Dermacentor sp., Rhipicephalus sp., Hyalomma sp. и 
некоторыми другими [1]. в начале 2000-х гг. при-
менение методов молекулярной биологии, основан-
ных на анализе последовательности гена 16S ррнк 
и ряда других генов, позволило впервые обнаружить 
микроорганизмы, генетически дистанцированные от 
вида C. burnetii, но принадлежащие к тому же роду 
[2, 3]. эти исследования легли в основу совершенно 
нового подхода к систематике C. burnetii: теперь бак-
терия рассматривалась не как представитель моно-
филетического вида, а как один из близкородствен-
ных организмов рода Coxiella sp.; степень патоген-
ности некоторых «новых» видов-кандидатов внутри 
этого рода для теплокровных животных до сих пор 
плохо изучена. в последнее десятилетие во многих 
регионах, в том числе в северной евразии, Coxiella-
подобные организмы обнаруживаются у клещей 
разных таксономических групп, и если часть из них 
являются истинными эндосимбионтами клещей, не-
способными заражать животных и человека, то ряд 
других могут быть патогенными [4, 5]. 

идентификация «новых» видов-кандидатов рода 
Coxiella sp. значительно усложнила молекулярную 
диагностику C. burnetii в членистоногих переносчи-
ках, поскольку многие из ранее предложенных мето-
дов пцр и используемых генетических маркеров не 
были строго видоспецифичными при амплификации 
днк этих близкородственных видов [6]. разработан 
ряд протоколов для подтверждения видовой принад-
лежности обнаруженного микроорганизма методом 
секвенирования генов «домашнего хозяйства» [7], 
однако позже установлено, что этим способом так-
же можно обнаруживать генетически отдаленные 
микроорганизмы, ассоциированные с клещами [8]. 
тем не менее анализ нуклеотидной последователь-
ности полного или протяженного (включая несколь-
ко вариабельных регионов) гена 16S ррнк позволяет 

дифференцировать не только C. burnetii от Coxiella-
подобных бактерий, но и штаммы коксиелл различ-
ного географического происхождения [9, 10]. таким 
образом, секвенирование фрагментов гена 16S ррнк, 
вероятно, может служить достаточно надежным 
маркером для дифференциации некультивируемых 
изолятов рода Coxiella sp., принадлежащих к разным 
видам.

цель исследования – молекулярный скрининг и 
анализ последовательности протяженного фрагмен-
та гена 16S ррнк для дифференциации C. burnetii 
и Coxiella-подобных бактерий, ассоциированных 
с клещами, собранными на территории европей-
ской части российской Федерации, и их сравнение 
с нуклеотидными последовательностями Coxiella 
sp. различного географического происхождения, до-
ступными в международной базе данных NCBI.

материалы и методы

кровососущих клещей собирали на флаг стан-
дартным методом в лесных и лесолуговых место-
обитаниях ульяновской области и помещали в инди-
видуальные пробирки. вид клеща определяли по его 
морфологическим признакам [11].

после определения вида клещей дважды промы-
вали в 75 % этаноле, затем стерильной водой, высу-
шивали при комнатной температуре, индивидуально 
гомогенизировали в стерильном фосфатно-солевом 
буфере (300 мкл), выделяли днк с помощью набора 
Diatom DNA prep 100 (ооо «лаборатория изоген», 
россия) в соответствии с рекомендациями производи-
теля. выявление микроорганизмов рода Coxiella sp. 
с помощью стандартной пцр проводили с прайме-
рами Cox1 F: GGACTGAGACACGGCCCAGAC, 
Cox1 R: CTGCTGGCACAGAGTTAGCCAG.

для проведения реакции брали 5 мкл элюиро-
ванной днк-матрицы, по 0,5 мкм каждого прайме-
ра, деионизированную воду и 5-кратный мастермикс 
Screen PCR mix HotStart (зао «евроген», россия) 
в конечном объеме 25 мкл. в качестве положитель-
ного и отрицательного контроля использовали днк 
штамма Henzerling C. burnetii и деионизированную 
воду соответственно. режим термоциклирования 
был следующим: первичная денатурация – 5 мин 
при температуре 94 °с; 40 циклов денатурация – 30 с 
при 94 °с, отжиг – 30 с при 60 °с, элонгация – 60 с 

in different geographic regions. In the European part of the Russian Federation, Coxiella-like bacteria have been uncov-
ered for the first time.
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phisms.
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при 72 °с. амплификацию проводили в термоцикле-
ре Veriti (Thermo Scientific, сШа).

продукты пцр электрофоретически разде-
ляли в 2 % агарозном геле, окрашенном броми-
стым этидием, в 1хтае-буфере в течение 30 мин 
при 120 в. визуализацию проводили с помощью 
уФ-трансиллюминатора, в сравнении с маркером 
молекулярной массы 100–1000 п.н. (зао «евроген», 
россия).

для всех положительных образцов протяжен-
ный (1450 п.н.) фрагмент гена 16S ррнк амплифи-
цировали по методу T. Masuzawa et al. [12] со сле-
дующими модификациями: 5 мкл элюированной 
днк-матрицы, 0,5 мкм каждого праймера, деиони-
зированную воду и 5-кратный мастермикс Screen 
PCR mix HotStart (зао «евроген», россия) вносили 
в реакционную смесь в конечном объеме 25 мкл. 
режим термоциклирования был следующим: пер-
вичная денатурация – 5 мин при 94 °с; 40 циклов 
денатурация – 30 с при 94 °с, отжиг – 40 с при 52 °с, 
элонгация – 120 с при 72 °с, финальная элонгация – 
5 мин при 72 °с.

продукты пцр электрофоретически разде-
ляли в 2 % агарозном геле, окрашенном броми-
стым этидием, в 1хтае-буфере в течение 50 мин 
при 120 в. визуализацию проводили с помощью 
уФ-трансиллюминатора. ампликоны очищали с по-
мощью набора PCR Clean Up (ооо «лаборатория 
изоген», россия) в соответствии с рекомендациями 
производителя. секвенирование с прямого и об-
ратного праймеров проводили с помощью BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo 
Scientific, сШа) согласно рекомендациям произво-
дителя с использованием генетического анализатора 
MegaBase1000 (Amersham, сШа).

полученные последовательности выравнивали 
с помощью онлайн-сервиса BLAST по алгоритму 
megablast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, да-
тасет от 10.03.2021), а также с помощью программы 
Ugene 1.31 с использованием алгоритма MUSCLE 
(с представителями рода Coxiella sp., отобранными 
из базы данных NCBI GenBank) [13].

полную последовательность гена 16S ррнк 
штамма Henzerling C. burnetii (референс-номер 
NCBI: CP014559.1) использовали для сравнения и 
расчета положений сайтов полиморфизмов.

полученные последовательности депонирова-
ны в базу данных нуклеотидов NCBI (MZ047981, 
MZ048012).

результаты и обсуждение

исследовано 96 иксодовых клещей, относящих-
ся к видам Ixodes persulcatus, Dermacentor margina-
tus, D. reticulates. по данным анализа in silico, длина 
продукта пцр варьирует в пределах 203–207 п.н. для 
микроорганизмов рода Coxiella sp. с использованием 
праймеров Cox1 F – Cox1 R (blast.ncbi.nlm.nih.gov,  
алгоритм blastn). с помощью пцр с этими родоспе-

цифичными праймерами получено пять положитель-
ных образцов, для которых проведена пцр с целью 
выявления протяженной нуклеотидной последова-
тельности гена 16S ррнк. полученные ампликоны 
секвенировали в двух направлениях и проводили 
анализ гомологии с ранее опубликованными после-
довательностями штаммов и изолятов C. burnetii и 
Coxiella-подобных микроорганизмов.

при анализе нуклеотидных последовательно-
стей установлено, что один из исследованных об-
разцов содержал днк C. burnetii, а другой – днк 
Coxiella-подобного микроорганизма. в трех об-
разцах обнаружена днк генетически отдаленных 
микроорганизмов: Pseudomonas sp. в двух пробах, 
Stenotrophomonas sp. в одном образце. и Coxiella 
burnetii, и Coxiella sp. обнаружены у клещей вида 
D. marginatus.

для положительного на наличие C. burnetii об-
разца гомология по гену 16S ррнк при сравнении 
с другими штаммами составила 99,16–99,83 %, а 
максимальная степень сходства отмечена с запад-
ноевропейскими штаммами (Henzerling и Heizberg, 
происходящими из италии и греции соответствен-
но). выявлены специфические SNP (однонуклео-
тидные полиморфизмы) по сравнению с азиатским 
(Schperling) и североамериканским (Nine Mile I 493) 
штаммами, но общие для выявленного и западно-
европейского (референтный штамм – Henzerling 
RSA 331) штаммов: 638C>T. обнаружены уникаль-
ные полиморфизмы SNP, характерные для изолята 
из ульяновской области (по сравнению со штам-
мами Henzerling, Nine Mile I, Schperling): 974A>G, 
996A>G. в связи с этим можно предположить, что 
некоторые полиморфизмы в последовательности 
гена 16S ррнк могут возникать спонтанно в ходе 
микроэволюции в разных географических регионах 
(рис. 1).

степень сходства последовательности у 
Coxiella-подобного микроорганизма с C. burnetii по 
протяженной последовательности гена 16S ррнк 
составила менее 96 %. при проведении анализа по-
следовательностей генов других Coxiella-подобных 
бактерий, ассоциированных с клещами, этот образец 
кластеризовался с бактериями, обнаруженными в 
клещах D. marginatus в западной европе (гомология 
последовательностей – 99,33 %).

при анализе нуклеотидных последователь-
ностей методом множественного выравнивания 
обнаружены полиморфизмы, характерные либо 
для видов-кандидатов Coxiella-подобных микро-
организмов, ассоциированных с конкретным ви-
дом клещей, либо уникальные SNP для изолята, 
обнаруженного в ульяновской области. в целом 
группа Coxiella-подобных микроорганизмов, вы-
деленных из D. marginatus, кластеризовалась с изо-
лятами из других видов клещей, отнесенных к роду 
Dermacentor: D. silvarium, D. everestianus (гомология 
нуклеотидной последовательности гена 16S ррнк –  
98,23–98,99 %). между тем существуют уникаль-
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ные SNP, характерные для выявленного изолята, 
отличающие его от других, ассоциированных с 
D. marginatus: 627G>A, 896G>C, 1033G>T, 1128G>T, 
1178G>C. общим признаком последовательности 
гена изолятов, ассоциированных с D. marginatus, 
были SNP 48A>G, 236G>A, 925G>A. следующими 
по степени сходства были изоляты вида-кандидата 
C. mudrowiae из клещей Rhipicephalus sp. (штамм 
CRt, 95,71 %). степень гомологии последовательно-
сти гена 16S ррнк выявленных бактерий со штамма-
ми C. burnetii составила 94,78–95,62 % (рис. 2).

в настоящее время пересматривается номенкла-
тура в пределах рода Coxiella sp., а также в целом 
в пределах семейства Coxiellaceae. описаны новые 
виды и роды [14–17]; собраны данные о Coxiella-
подобных микроорганизмах, ассоциированных с кле-
щами, в ряде случаев это истинные эндосим бионты, 
которые не могут выживать в клетках теплокровных 
организмов, что, напротив, характерно для патоген-
ного вида C. burnetii [9, 15].

анализ нуклеотидной последовательности 
фрагментов гена 16S ррнк и генов «домашнего хо-
зяйства» в настоящее время является основным ме-
тодом исследования таксономии некультивируемых 
и трудно культивируемых Coxiella-подобных микро-
организмов, ассоциированных с клещами, и их диф-
ференциации от истинного патогена C. burnetii. в то 
же время существует несколько клад, объединяющих 
виды-кандидаты с разной степенью сходства [18].

для стандартной пцр-амплификации днк ми-
кроорганизмов рода Coxiella sp. не разработано вы-
сокоспецифичного метода. как и в нашем случае с 
использованием стандартной пцр с оригинальными 
праймерами, предложенные методы, основанные на 
гнездовой пцр, позволяют выявлять близкородствен-

ные бактерии в клещах [8]. используемая нами ме-
тодика с применением родоспецифичных праймеров 
Cox1 – Cox2 также требует подтверждения резуль-
татов пцр секвенированием, так как специфичность 
праймеров не составляет 100 %. в то же время секве-
нирование протяженного фрагмента гена 16S ррнк 
позволяет с высокой степенью дискриминации опре-
делять видовую специфичность некультивируемого 
изолята, выявленного при молекулярном скрининге. 
помимо идентификации изолята как вида или вида-
кандидата, метод позволяет идентифицировать не-
которые уникальные полиморфизмы, которые, по-
видимому, связаны не только с видом бактерий, но и 
с географическим происхождением изолята. 

в настоящее время без дополнительных иссле-
дований трудно установить, являются ли бактерии 
Coxiella sp., ассоциированные с клещами Dermacen-
tor sp., истинными эндосимбионтами или патогена-
ми теплокровных животных. однако можно утверж-
дать, что они существуют как виды-кандидаты, ге-
нетически дистанцированные от C. burnetii. так, 
на основании молекулярного скрининга и анализа 
нуклеотидных последовательностей гена 16S ррнк 
изучены некультивируемые изоляты, родствен-
ные C. burnetii и Coxiella sp. Coxiella-подобные 
микроорганизмы впервые обнаружены на терри-
тории европейской части россии; ранее подобные 
микроорганизмы находили только на территории 
дальнего востока [2, 19]. полученные нами резуль-
таты свидетельствуют о том, что при определении 
таксономического положения на основе сравнения 
нуклеотидных последовательностей гена 16S ррнк 
следует учитывать процент гомологии гена и соот-
ношение полиморфизмов в группе близкородствен-
ных бактерий.

рис. 1. дендрограмма генетического родства 
штаммов и изолятов C. burnetii: 
CB – Coxiella burnetii; CRt – Coxiella-подобный ми-
кроорганизм из клещей Rhipicephalus turanicus 

Fig. 1. Dendrogram of genetic affinity of the 
strains and isolates of C. burnetii:
CB – Coxiella burnetii; CRt – Coxiella-like microor-
ganism from Rhipicephalus turanicus ticks
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