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Цель исследования – оценить возможность выделения жизнеспособных бактерий Coxiella burnetii из сывороток крови 
больных острой лихорадкой Ку с использованием клеточных линий и биопробных животных. 
В исследование взяты сыворотки крови больных, хранившиеся при -80°С. Изоляцию возбудителя лихорадки Ку прово-
дили путем инокуляции сыворотки в культуру клеток Vero E6, Hep-2 и введением в биопробных животных (белые 
мыши, морские свинки) с последующими многократными пассажами in vivo и in vitro. Для мониторинга роста C. burnetii 
в культуре клеток и обнаружения ДНК возбудителя в суспензии органов зараженных животных применяли метод 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
В данном исследовании была изучена возможность применения культуры клеток для выделения и поддержания 
непрерывного роста C. burnetii. Изоляция последней была осуществлена из двух образцов сывороток крови с исход-
ными значениями Ct 24,63 и Ct 28,04 в ПЦР-анализе. Культивирование возбудителя на клеточных линиях приводило к 
его элиминации через 3–4 пассажа, длительность которых составляла 7 дней. Пассирование возбудителя в биопроб-
ных животных с последующей инокуляцией инфекционного материала (суспензия перитонеальных макрофагов, лег-
ких, селезенки) в культуру клеток способствовало поддержанию жизнеспособности коксиелл более длительные сроки. 
Результаты эксперимента показывают, что стандартные образцы сыворотки, взятые у пациентов с острой лихорадкой 
Ку, являются ценным источником новых изолятов C. burnetii, причем для сохранения жизнеспособности микроорганиз-
ма не требуется особой обработки образцов.
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животные
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Aim. To evaluate the possibility of isolating viable Coxiella burnetii from the blood sera of patients with acute Q fever using cell 
lines and bioassay animals. 
Blood sera from patients stored at -80°C were used in the study. Isolation of the causative agent of Q fever was performed by 
inoculation of serum into Vero E6, Hep-2 cell culture and injection into bioassay animals (white mice, guinea pigs) with 
subsequent multiple passages in vivo and in vitro. PCR was used to monitor the growth of C. burnetii in cell culture and to detect 
the pathogen DNA in organ suspension of infected animals. 
In this study, the potential use of cell culture to isolate and maintain continuous growth of C. burnetii was investigated. Isolation 
of the latter was performed from 2 serum samples with initial Ct values of 24.63 and Ct 28.04 in a PCR assay. Cultivation of 
the pathogen on cell lines resulted in its elimination after 3–4 passages, the duration of which was 7 days. Passage of the 
pathogen in bioassay animals with subsequent inoculation of infectious material (suspension of peritoneal macrophages, lungs, 
spleen) into cell culture contributed to the maintenance of coxiella viability for longer periods. The experimental results show 
that standard serum samples taken from patients with acute Q fever are a valuable source of new isolates of C. burnetii, and 
no special sample processing is required to maintain the viability of the microorganism.
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C oxiella burnetii – облигатный внутриклеточный бактери-

альный патоген, вызывающий зоонозное заболевание – 

лихорадку Ку. Заражение человека обычно происходит от 

инфицированных животных аспирационным и контактным 

путем. Домашние жвачные животные, такие как овцы, козы и 

крупный рогатый скот, считаются основными источниками 

человеческой инфекции в большинстве регионов мира [1, 2]. 

Однако C. burnetii были обнаружены у широкого спектра 

видов животных и птиц [3], в т.ч. среди тихоокеанских млеко-

питающих [4–6].

Заболеваемость выше среди людей, контактирующих с жи-

вотными, в частности у ветеринаров и работников скотобоен, 

поскольку инфицированные животные распространяют возбу-

дителя через свои фекалии, мочу, молоко [2, 7, 8]. Локализация 

патогена в вымени крупного рогатого скота является критиче-

ским фактором для выделения бактерий в молоко, но в насто-

ящее время неизвестно, какие типы клеток способствуют 

персистенции и репликации C. burnetii в молочной железе [9]. 

Большое количество микроорганизмов также содержат амни-

отическая жидкость и плацента, а во время аборта может вы-

деляться до 109 клеток C. burnetii на 1 г плаценты [10]. Однако 

прямой контакт с инфицированными животными не является 

обязательным условием для заражения. Благодаря своей вы-

сокой устойчивости возбудитель может сохраняться в течение 

нескольких месяцев в высушенных продуктах жизнедеятель-

ности и распространяться ветром [7, 11].

Один из наиболее вирулентных эталонных штаммов 

C. burnetii (штамм RSA 493 / Nine Mile I) [12] был выделен от 

морской свинки, на которой питались собранные в полевых 

условиях древесные клещи Скалистых гор Dermacentor 

andersoni, что позволяет предположить передачу инфекции 

также через укусы клещей [3, 13–15]. Клещи заражаются при 

сосании крови инфицированных животных, что неоднократно 

доказано в эксперименте, и длительно сохраняют в себе воз-

будителя [16]. Коксиеллы интенсивно размножаются в клет-

ках эпителия кишечника, выделяются во внешнюю среду с 

испражнениями клещей, их коксальной жидкостью и слюн-

ным секретом [17]. В последнее десятилетие во многих реги-

онах, в т.ч. в Северной Евразии, у клещей разных таксономи-

ческих групп обнаруживаются Coxiella-подобные организмы. 

Часть из них являются истинными эндосимбионтами клещей, 

которые не могут выживать в клетках теплокровных организ-

мов, что, напротив, характерно для патогенного вида 

C. burnetii [18].

Коксиелла имеет две антигенные фазы: организмы фазы I, 

выделенные из естественных источников инфекции (клещи, 

животные, больные люди), чрезвычайно вирулентны. 

C. burnetii фазы II наблюдаются только в лабораторных усло-

виях после длительного культивирования в системах с отсут-

ствием иммунной компетентности и представляют собой 

бактерии с усеченным липополисахаридом. Необратимые 

мутации приводят к сильному ослаблению вирулентности in 

vivo [19, 20], поскольку C. burnetii теряет способность образо-

вывать I антиген. Вирулентные свойства восстанавливаются 

после пассажей возбудителя через организм биопробных 

животных. У больных острой лихорадкой Ку преобладают 

антитела к антигену C. burnetii фазы II; антитела к антигену 

фазы I преобладают при формировании хронического тече-

ния инфекции [16].

Основными проявлениями острой лихорадки Ку у челове-

ка являются гриппоподобное заболевание, пневмония и гепа-

тит, в то время как хроническая форма (2–5% от общего 

числа случаев заболевания) протекает в основном в виде 

инфекционного эндокардита [8, 21, 22]. Диагностика эндокар-

дита затруднена невозможностью культивирования C. burnetii 

с использованием обычных сред. Как строго облигатную 

внутриклеточную бактерию, ее можно культивировать только 

в живых клеточных линиях, куриных эмбрионах и в организме 

лабораторных животных (морских свинок, белых мышей), но 

эти методы применимы только в лабораториях 3-го уровня 

биобезопасности. Таким образом, диагноз хронической лихо-

радки Ку основывается на серологическом тестировании 

парных сывороток, характеризующихся повышением титров 

антител к антигену I фазы [23]. 

Для лабораторной диагностики случаев острого коксиел-

леза исследование сыворотки крови больного целесообраз-

но проводить в первые дни лихорадочного периода болезни. 

Отрицательные результаты серологических реакций или 

низкие титры антител к коксиеллам II фазы являются основа-

нием для проведения повторного исследования сыворотки 

крови, полученной от больного, через 7–10 дней после забо-

ра первой пробы и сравнения результатов одновременного 

исследования двух проб. Появление антител к коксиеллам 

Бернета II фазы или нарастание титров этих антител во вто-

рой пробе в 4 раза и более свидетельствуют о коксиеллезной 

природе заболевания [24].

В острой фазе заболевания C. burnetii может быть обнару-

жена методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в крови 

и сыворотке до 17 дней после появления клинических при-

знаков и симптомов [25, 26]. Положительный результат ПЦР 

на наличие в крови ДНК возбудителя почти всегда коррели-

рует с острой стадией лихорадки Ку, но реакция быстро ста-

новится отрицательной по мере нарастания специфических 

антител [26, 27]. Поскольку ПЦР не может дифференциро-

вать жизнеспособные и нежизнеспособные бактерии, суще-

ствует необходимость в применении биологического и куль-

турального методов. Инокуляция образцов пациентов в кле-

точные культуры, зарекомендовавшая себя как способ нако-

пления C. burnetii [28], позволяет получить жизнеспособные 

штаммы коксиелл для проведения дальнейших исследований 

возбудителя.

Традиционно для выделения и накопления большого коли-

чества C. burnetii и других риккетсий используются эмбрионы 

куриных яиц. Успехи в области клеточных культур позволили 

выращивать внутриклеточные бактерии в культуральных 

флаконах или многолуночных планшетах, содержащих моно-

слой эукариотических клеток-хозяев. Выделение возбудите-

ля в культуре клеток более безопасно, чем размножение 

C. burnetii в куриных эмбрионах, но имеет переменный про-

цент успеха при выделении штаммов с различной вирулент-

ностью [29, 30]. M.J.Roman et al. наблюдали инфицирование 

культуры клеток в течение более 2 лет без добавления новых 

клеток. Данный факт объясняется тем, что инфекция обычно 

не разрушает клеточную линию и инфицированные клетки 

имеют такую же прогрессию клеточного цикла, как и неинфи-

цированные: происходит асимметричное деление, в результа-

те которого образуется одна инфицированная и одна неин-

фицированная дочерняя клетка [31]. Выживание инфициро-
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ванных клеток является важным для поддержания хрониче-

ской коксиеллезной инфекции. Коксиелла может продлевать 

жизнеспособность клетки-хозяина двумя способами: она ак-

тивно ингибирует апоптотический сигнальный каскад и инду-

цирует способствующие выживанию факторы [32].

Макрофаги считаются наиболее важными клетками-хозяе-

вами для C. burnetii [8]. В этих клетках крупного рогатого 

скота и человека C. burnetii реплицируется в паразитофорных 

вакуолях с лизосомальными кислотными характеристиками, 

где кислый рН активирует метаболизм C. burnetii и иницииру-

ет репликацию микроорганизма [33]. Макрофаги также явля-

ются первым барьером врожденной иммунной системы, за-

щищающим организм от патогенов. Во время ранней фазы 

инфекции, т.е. в течение первых часов от начала заболева-

ния, C. burnetii индуцирует быструю экспрессию провоспали-

тельных цитокинов, таких как интерлейкин-1, интерлейкин-12 

и фактор некроза опухоли-α в бычьих [33] и мышиных макро-

фагах [34].

В мире существует мало изолятов C. burnetii из-за трудно-

стей, связанных с выделением микроорганизма, и дефицита 

подходящих для этого образцов, в т.ч. от пациентов с острой 

лихорадкой Ку. 

На территории Ростовской области после периода дли-

тельного эпидемиологического благополучия в 2022 г. было 

выявлено 27 случаев лихорадки Ку, а с января по август 

2023 г. – девять. В 2022 г. заболевшие выявлены в г. Сальск 

(37,0%) и трех административных районах, расположенных в 

сухостепной зоне юго-востока области: Ремонтненский – 

29,6%, Сальский – 29,6%, Целинский – 3,8%, население кото-

рых занимается в основном скотоводством и зерноводством. 

В 2023 г. отмечено расширение нозоареала за счет регистра-

ции спорадической заболеваемости в Дубовском районе, ко-

торый также относится к природно-сельскохозяйственной 

зоне с развитым скотоводством, в т.ч. овцеводством [35]. 

Цель нашей работы заключалась в оценке возможности 

выделения жизнеспособной C. burnetii из сывороток крови 

больных острой лихорадкой Ку с использованием клеточных 

линий и биопробных животных. 

Материалы и методы

Образцы сывороток. Образцы сывороток крови двух 

пациентов (№63, №64) с подтвержденным диагнозом 

«Лихорадка Ку», взятые на 7–8-й день от начала появления 

клинических симптомов, поступившие из ФБУЗ «Центр гиги-

ены и эпидемиологии в Ростовской области» Роспотреб-

надзора. 

Клеточные линии. В работе использовали клеточную 

линию Vero E6 (африканская зеленая мартышка, почка, мор-

фология фибробластоподобная) и Hep-2 (человек, карцино-

ма гортани, морфология эпителиоподобная). Клеточные 

линии культивировали до слияния (до конфлюэнтности 80%) 

при температуре 37°C в присутствии 5% CO2.

Биопробные животные. Использовали беспородных 

белых мышей массой 12–14 г. Антиген биопробным живот-

ным вводили внутрибрюшинно в объеме 0,5 мл. После эвта-

назии в асептических условиях производили вскрытие и 

отбор биоматериала (перитонеальный лаваж, легкие, селе-

зенка). Селезенку использовали для получения мазков-отпе-

чатков, окрашенных по Романовскому–Гимзе [19]. Суспензии 

перитонеальных макрофагов и гомогенаты легких исследо-

вали методом ПЦР для выявления ДНК C. burnetii. Эти же 

образцы являлись материалом для заражения новой пары 

животных (следующий пассаж) и инокуляции в культуру кле-

ток. Оставшийся материал после добавления сыворотки 

плодов коровы (СПК) замораживали при температуре -80°С. 

Все манипуляции с животными проводили в соответствии с 

этическими нормами, изложенными в Директивах Европей-

ского союза 2010/63/EU [36]. Все работы с животными были 

одобрены Комиссией по биоэтике (протокол №13 заседания 

от 30.11.2022).

Полимеразная цепная реакция. Выделение ДНК 

C. burnetii из образцов биологического материала и ПЦР 

проводили коммерческими наборами «РИБО-преп» и 

«АмплиСенс® Coxiella burnetii-FL» (ФБУН «Центральный 

НИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора). Результат считал-

ся положительным при значении Ct < 39. В качестве отрица-

тельного контроля в ПЦР использовали чистую культуру 

Vero E6 и суспензии органов здоровых белых мышей.

Микроскопия. Наблюдение за культурой клеток прово-

дили в инвертированном микроскопе Nikon Eclips TS-100 

(Nikon, Япония) в режиме фазового контраста. Мазки-

отпечатки органов инфицированных животных фиксировали 

этиловым спиртом в течение 30 мин, окрашивали по 

Романовскому–Гимзе [19] и изучали микроскопированием в 

проходящем свете Nikon Eclipse E200-F (Nikon, Япония) с 

иммерсионной системой при увеличении 10 × 100.

Питательные среды и реактивы. Для выращивания кле-

точных линий in vitro использовали жидкие питательные 

среды RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen, США) и DMEM (Gibco, 

Invitrogen, США), в которые добавляли 10% термоинактиви-

рованной сыворотки плода коровы (ООО «БиолоТ», Россия), 

2 мМ глутамина (PanReac Applichem, Германия). Для пасси-

рования возбудителя лихорадки Ку на клеточных линиях 

использовали среду RPMI-1640 и DMEM без антибиотиков с 

содержанием 2–5% СПК, 2мМ глютамина. 

Оборудование и расходные материалы. Клеточные 

линии культивировали в СО2-инкубаторе MCO-19AIC (Sanyo, 

Япония). Пассирование возбудителя лихорадки Ку на культу-

ре клеток проводили в пластиковых флаконах Т25, 6- и 

12-луночных планшетах в СО2-инкубаторе Innova CO-48 

(Newbrunswick Scientific, Великобритания) с 5%-м содержа-

нием углекислого газа при температуре 36°С.

Биологическая безопасность. Все работы проводились 

в микробиологическом боксе III класса с учетом требований 

СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требо-

вания по профилактике инфекционных болезней».

Протоколы заражения культуры клеток и биопробных жи-

вотных. Исследуемые образцы сывороток крови больных 

хранились при -80°С. Перед заражением культуры клеток и 

биопробных животных проверяли наличие специфической 

ДНК C. burnetii в исследуемых сыворотках методом ПЦР. 

Установлено, что Сt в сыворотке №63 составил 24,63; в сы-

воротке №64 – 28,04.

Протокол №1. Инокуляция образцов сыворотки крови в 

культуру клеток Vero E6: 100 мкл сыворотки вносили в под-

готовленный конфлюэнтный (не менее 80% слияния) моно-

слой клеток в лунки 12-луночного планшета, срок одного 
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пассажа – 7 дней. Начиная с 5-го пассажа культивирование 

проводили в культуральных флаконах Т25. По истечении 

срока пассажа из лунок/флаконов отбирали культуральную 

жидкость для проведения ПЦР и 100 мкл переносили в лунку 

с новым монослоем клеток (следующий пассаж). Дальнейшее 

культивирование прекращали, если в двух пассажах подряд 

в ПЦР был получен отрицательный результат. Оставшиеся в 

культуральной среде клетки механически снимали со дна 

лунок, суспензию замораживали при -80°С, предварительно 

добавив СПК в качестве криопротектора. Всего было про-

ведено 6 пассажей (42 дня) для сыворотки №63 и 8 

(56 дней) – для сыворотки №64 . 

Протокол №2. Заражение биопробных животных: 100 мкл 

сыворотки крови (№63, №64) доводили стерильным физио-

логическим раствором до объема 0,5 мл и вводили внутри-

брюшинно биопробным животным (по 2 мыши на каждую 

пробу). По истечении 14 дней (1-й пассаж) проводили эвта-

назию 1 животного из каждой пары. В асептических услови-

ях производили вскрытие и отбор органов (перитонеальные 

макрофаги, легкие, селезенка) для проведения ПЦР и зара-

жения следующей пары животных. Оставшийся материал 

после добавления СПК замораживали при -80°С. Второе 

опытное животное подвергали эвтаназии через 21 день от 

момента заражения, суспензии органов использовали для 

проведения ПЦР. Длительность всех последующих пасса-

жей составляла 14 дней, по истечении которых производили 

эвтаназию и вскрытие биопробных животных: готовили су-

спензии макрофагов и легких от двух мышей, зараженных 

одной пробой, из общего объема отбирали аликвоты для 

обнаружения ДНК C. burnetii методом ПЦР, заражения новой 

пары животных (следующий пассаж), инокуляции в культуру 

клеток. Общая продолжительность пассажей в протоколе 

№2 составляла 112 дней.

Протокол №3. Заражение клеточных линий материалом, 

полученным от биопробных животных (белых мышей): су-

спензию перитонеальных макрофагов, клеток легкого и се-

лезенки вносили во флаконы T25 на предварительно подго-

товленный конфлюэнтный монослой клеток Vero E6, Hep-2. 

В течение всего срока пассажа отбирали аликвоты культу-

ральной жидкости через разные промежутки времени (от 7 

до 28 дней) для ПЦР-анализа и замораживания. Культуры с 

положительным результатом в ПЦР поддерживались в ис-

ходных флаконах со сменой среды раз в неделю (⅓–⅙ от 

общего объема ростовой среды). Через 6–8 нед. проводили 

пересев содержимого исходных флаконов на новый моно-

слой эукариотических клеток (2-й пассаж). На рис. 1 пред-

ставлена схема экспериментов по протоколам №№ 1, 2, 3.

Результаты исследования и их обсуждение

Алгоритм проведенных исследований обусловлен особен-

ностями внутриклеточного жизненного цикла и, как след-

ствие, значительными ограничениями в лабораторной работе 

с необходимостью создания точно документированных про-

токолов заражения in vitro и in vivo. Кроме того, отдельные 

штаммы и изоляты в значительной мере различаются по 

степени вирулентности в модельных экспериментах. В ходе 

настоящего исследования было применено несколько прото-

колов заражения моделей in vitro и in vivo клиническим мате-

риалом (см. раздел Материалы и методы).

Как показали результаты исследования (табл. 1), при вне-

сении клинического материала от больных в культуру клеток 

Vero E6 регистрировали увеличение количества специфиче-

ской ДНК C. burnetii в лунке с сывороткой №63 в конце 3-го 

пассажа (через 21 день от начала культивирования), затем ее 

снижение до отрицательного значения. Что касается сыво-

ротки №64, то в аналогичных условиях не наблюдали повы-

шения показателей Ct в ПЦР.

В то же время при заражении белых мышей клиническим 

материалом от больных (сыворотка крови №64) отмечали 

увеличение количества специфической ДНК C. burnetii в су-

Сыворотка / 
Serum

ПЦР / PCR

ПЦР / PCR

Пассаж №1 /
Passage №1

Пересев / 
Reseeding

Пассаж №2 /
Passage №2

Рис. 1. Схема эксперимента по заражению культуры клеток и 

биопробных животных (белые мыши) материалом, содержа-

щим ДНК C. burnetii: 1 – 12-луночный планшет с монослоем 

клеток Vero E6 или Hep-2, 2 – культуральный флакон Т25 с 

монослоем клеток Vero E6 или Hep-2.

Fig. 1. Scheme of the experiment on infection of cell culture and 
bioassay animals (white mice) with material containing C. burnetii 
DNA: 1 – 12-well plate with a monolayer of Vero E6 or Hep-2 cells, 
2 – T25 culture flask with a monolayer of Vero E6 cells or Hep-2.

Таблица 1. Результаты культивирования сыворотки больного, содержащей ДНК C. burnetii, на клетках Vero E6

Table 1. Results of culturing patient serum containing C. burnetii DNA on Vero E6 cells

Клинический материал / 
Clinical material

№ пассажа/продолжительность в днях, значение Ct в ПЦР / 
Passage number/duration in days, Ct value in PCR

1/7 д.
days 

2/7 д.
days 

3/7 д.
days 

4/7 д.
days 

5/7 д.
days

6/7 д
days.

7/7 д.
days

8/7 д.
days

Сыворотка / Serum №63 (Ct 24,63) 34,6 33,34 19,5 26,5 Отр. / neg Отр. / neg - -

Сыворотка №64 / (Ct 28,04) 29,7 30,24 32,6 36,3 Отр. / neg 35,9 Отр. / neg Отр. / neg
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спензии органов при пассаже длительностью 14 дней. 

Продление сроков пассажа до 21 дня приводило к снижению 

количества специфической ДНК, поэтому временной интер-

вал последующих пассажей составлял 14 дней (табл. 2). На 

рис. 2 представлены фотографии окрашенного по Романовс-

кому–Гимзе мазка-отпечатка селезенки белой мыши от пас-

сажа №3, в органах которой методом ПЦР выявлена ДНК 

C. burnetii (Ct 17,1 и 18,5): визуализируется скопление микро-

организмов кокковидной формы, окрашенных в красно-фио-

летовый цвет, на фоне голубой цитоплазмы разорванной 

клетки-хозяина. 

Далее инфекционный материал переносили в культуру 

клеток для дальнейшего накопления ДНК C. burnetii на куль-

туре клеток. Поскольку C. burnetii является облигатным вну-

триклеточным патогеном, инокуляцию в культуру клеток 

можно охарактеризовать только косвенными методами под-

счета. Однократное обнаружение ДНК C. burnetii методом 

ПЦР не является убедительным доказательством присут-

ствия жизнеспособных бактерий, особенно если Ct имеет 

высокие значения (35–39). Однако повторное обнаружение, 

сопровождающееся снижением значения Ct, свидетельствует 

об увеличении числа копий генома C. burnetii и, следователь-

но, является убедительным показателем роста бактерий [37].

Как показали результаты наших экспериментов (табл. 3), 

накопление ДНК C. burnetii зависело от исходного значения 

Ct в инфекционном материале. При Ct > 30 (суспензия клеток 

легкого) не происходило увеличения количества специфиче-

ской ДНК и пассирование возбудителя в течение 42 дней 

привело к отрицательному результату. По-видимому, исход-

ная доза C. burnetii не была оптимальной для заражения 

клеточной линии. При внесении в культуру клеток инфекци-

онного материала с исходным значением Ct 20–30 (флакон 

№2) отмечено сохранение показателей количества специфи-

ческой ДНК на протяжении 49 дней (со сменой ростовой 

среды раз в 7 дней) на уровне не ниже Ct 26, без дальнейше-

го повышения. Суспензию макрофагов, содержащую ДНК 

C. burnetii в пределах значений Ct 15–20 (флакон №3), культи-

вировали в клетках Vero Е6 в течение 104 дней (с одним пере-

севом). Установлено, что в течение первых 14 дней культиви-

рования наблюдался прирост специфической ДНК до Ct 

17,3–17,5, затем ее количеств снижалось до Ct 20,8 через 48 

дней и продолжалось уменьшение до значения Ct 27,8 после 

пересева содержимого флакона на новый монослой клеток 

(2-й пассаж). Суспензию клеток легкого, содержащую ДНК 

C. burnetii Ct 10-15 (флаконы №4, №5), культивировали в 

клетках Vero Е6 и Hep-2 118 дней, регистрируя специфиче-

скую ДНК в диапазоне Ct 16-21 в течение 48 дней, а после 

пересева и последующего культивировании значения Ct были 

в пределах 21-27. Накопление специфической ДНК также 

установили при заражении культуры Vero E6 суспензией кле-

ток селезенки от биопробного животного (флакон №6): от Ct 

20 за первые 12 дней культивирования до Ct 15,7 через 106 

дней роста.

Таким образом, в нашем опыте при инокуляции в культуру 

клеток суспензии органов биопробных животных (табл. 3, 

флакон 3) мы наблюдали увеличение числа копий генома 

C. burnetti в первые 14 дней культивирования в том случае, 

если исходный материал был со значением Ct < 20. При этом 

необходимо учитывать разведение образца в 6 раз при его 

посеве во флакон с культурой клеток. Увеличение длитель-

ности культивирования с 7 до 28 дней без смены ростовой 

среды не приводило к повышению количества ДНК возбуди-

теля (флакон №7). Существенной разницы в накоплении ДНК 

C. burnetii на двух разных клеточных линиях отмечено не 

было. Однако клетки Vero Е6 являются более оптимальной 

моделью, т.к. при значительном увеличении толщины моно-

слоя они не открепляются от поверхности пластика, что по-

зволяет длительно культивировать C. burnetii без пересева на 

Рис. 2. Мазки-отпечатки органов биопробных животных (белые 

мыши, селезенка), окрашивание по Романовскому–Гимзе, уве-

личение 10 × 100. 

Fig. 2. Imprint smears of organs of bioassay animals (white mice, 
spleen), Romanovsky–Giemsa staining, magnification 10 × 100.

Таблица 2. Результаты обнаружения ДНК C. burnetii в суспензии органов зараженных белых мышей методом ПЦР

Table 2. Results of detection of C. burnetii DNA in organ suspensions of infected white mice by PCR

Клинический
материал / 
Clinical material

№ пассажа (продолжительность), значение Ct в ПЦР / Passage number (duration), Ct value in PCR
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Сыворотка / Serum 
№63 (Ct 24,63)

28,9 Отр.
neg

Отр.
neg

Отр.
neg

33,5 Отр.
neg

30,5 34,5 Отр.
neg

Отр.
neg

Отр.
neg

34,6 Отр.
neg

Отр.
neg

Отр.
neg

Отр.
neg

- - 98

Сыворотка / Serum 
№64 (Ct 28,04)

21,6 17,1 35,3 27,1 12,5 19,1 18,5 17,1 24,3 23,4 21,2 19,1 21,7 22,5 18,4 18,2 21,1 20,1 112
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На утверждение

новый монослой. Клетки Hep-2 в аналогичных условиях окру-

гляются, открепляются от поверхности пластика в виде еди-

ничных клеток и конгломератов, нарушая конфлюэнтность 

монослоя, в результате чего возникает необходимость пере-

сева инфекционного материала на новый монослой.

Для определения жизнеспособности C. burnetii и их спо-

собности инфицировать клетки хозяина после хранения в 

условиях низкотемпературного холодильника материал от 

биопробных животных (белых мышей), содержащий 

C. burnetii (суспензия клеток легкого, Ct 24,3), был заморо-

жен при температуре -80°С и хранился в течении 1 мес. 

Заражение культуры клеток этим материалом не привело к 

увеличению количества специфической ДНК на протяжении 

35 дней культивирования (табл. 3, флакон №8). В то же 

время при заражении белых мышей аналогичным материа-

лом наблюдалось сохранение и увеличение количества ДНК 

в пределах Ct 19-25 на протяжении 28 дней (срок наблюде-

ния, табл. 4).

В наших экспериментах поддерживали культуру C. burnetti 

в условиях in vivo и in vitro одновременно. Пассаж возбудите-

ля через биопробное животное с последующим инфициро-

ванием культуры клеток способствовал поддержанию жиз-

неспособности коксиелл в течение более длительного вре-

мени. Наши наблюдения показали, что использование пери-

Таблица 3. Результаты культивирования материала от белых мышей, содержащего C. burnetii, на клетках Vero E6 и Hep-2

Table 3. Results of culturing material from white mice containing C. burnetii on Vero E6 and Hep-2 cells

Материал для заражения 
/ клеточная линия, Ct / 
Infection material/
cell line, Ct

№ тестирования /дни, значение Ct в ПЦР / 
Test No./days, Ct value in PCR

К
ол

-в
о

 д
н
е
й

 
п
а

сс
а

ж
а

 N
u
m

b
e
r 

o
f 

d
ay

s 
o

f 
p

a
ss

a
g

e
 

Флакон №1, сусп. кл. 
легкого/Hep-2, 
Сt 33,5 / 
Flask No1, lung cells susp./
Hep-2, Ct 33.5

1/7 д.
days

2/7 д.
days

3/7 д.
days

4/7 д.
days

5/7 д.
days

6/7 д.
days

- - - - - - 42

32,3 35,4 Отр
neg

35,99 Отр
neg

Отр
neg

- - - - - -

Флакон №2, сусп. 
макрофагов/Vero Е6, Сt 
27,1 / 
Flask No2, macrophages 
susp. /Vero E6, Ct 27.1

1/7 д. 
days

2/7 д. 
days

3/7 д. 
days

4/7 д. 
days

5/7 д. 
days

6/7 д. 
days

7/7 д. 
days, 
пересев
reseeding

8/7 д. 
days

- - - - 49

28,1 30,38 30,7 35,09 32,94 31,4 30,3 Отр
neg

- - - -

Флакон №3, cусп. 
макрофагов/Vero Е6, Сt 
19,1 / 
Flask No3, macrophages 
susp. /Vero E6, Ct 19.1

1/7 д. 
days

2/7 д. 
days

3/7 д. 
days

4/7 д. 
days

5/10 д. 
days

6/10 д. 
days, 
пересев
reseeding

7/7 д. 
days

8/7 д. 
days

9/7 д. 
days

10/14 д. 
days

11/21 
д. 
days

- 104

17,3 17,5 21,8 21,48 19,2 20,8 26,8 27,1 25,1 23,6 27,8 -

Флакон №4, сусп. кл. 
легкого/Vero Е6, Сt 12,5 / 
Flask No4, lung cells susp./
Vero Е6, Ct 12.5

1/7 д. 
days

2/7 д. 
days

3/7 д. 
days

4/7 д. 
days

5/10 д. 
days

6/10 д. 
days, 
пересев
reseeding

7/7 д. 
days

8/7 д. 
days

9/7 д. 
days

10/14 д. 
days

11/21 
д. 
days

12/14 
д. 
days

118

16,6 16,4 21,82 21,4 18,5 21,7 23,8 27,4 24,4 22,4 25,4 23,93

Флакон №5, сусп. кл. 
легкого/Hep-2, Сt 12,5 / 
Flask No5, lung cells susp./
Hep-2, Ct 12.5

1/7 д. 
days

2/7 д. 
days

3/7 д. 
days

4/7 д. 
days

5/10 д. 
days

6/10 д. 
days, 
пересев
reseeding

7/7 д. 
days

8/7 д. 
days

9/7 д. 
days

10/14 д. 
days

11/21 
д. 
days

12/14 
д. 
days

118

17,6 17,4 19,61 20,31 19,3 21,0 25,52 24,2 23,3 21,3 26,3 22,3

Флакон №6, сусп. кл. 
селезенки /Vero Е6, Сt 
17,3 / 
Flask No6, susp. spleen 
cells/Vero Е6, Сt 17,3

1/12 
д. / 
days

2/7 
д. / 
days

3/7 
д. / 
days

4/7 
д. / 
days

5/7 
д. / 
days

6/7 
д. / days

7/21 
д. / days

8/14 
д. / 
days

9/14 
д. / 
days

10/14 д. / 
days, 
пересев
reseeding

11/14 
д. / 
days

12/28 
д. / 
days

152

20,0 22,87 21,7 20,9 17,9 18,5 21,8 16,43 16,6 15,7 19,5 22,8

Флакон №7, сусп. 
макрофагов/Vero Е6, Сt 
23,4 / 
Flask No7, susp. 
macrophages/Vero Е6, Сt 
23,4

1/12 д. 
days

2/7 д. 
days

3/28 д. 
days

- - - - - - - - - 47

26,1 26,97 25,2 - - - - - - - - -

Флакон №8, сусп. кл. 
легкого, хранение при 
-80°С/Vero Е6, Ct 24,3 / 
Flask No8, lung cells susp./ 
storage at -80°С/Vero Е6, 
Ct 24,3

1/7 д. 
days

2/7 д. 
days

3/7 д. 
days

4/14 д. 
days

- - - - - - - - 35

28,72 27,8 29,7 29,0 - - - - - - - -
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Опыт изоляции Coxiella burnetii из сывороток крови больных с использованием клеточных линий и биопробных животных

Experience with isolation of Coxiella burnetii from patient sera using cell lines and bioassay animals

тонеальных макрофагов оптимально как для повторного 

заражения биопробных животных, так и для инокуляции в 

культуру клеток, поскольку суспензия макрофагов содержит 

минимальную примесь эритроцитов. 

Для увеличения числа копий генома C. burnetti в культуре 

клеток применяли различные способы оптимизации условий 

роста: варьирование сроков культивирования возбудителя 

без смены ростовой среды (от 7 до 28 дней), содержание 

эмбриональной сыворотки в ростовой среде (оптимально 

3%), использование различных клеточных линий (более эф-

фективной моделью является культура клеток Vero Е6). 

Согласно полученным результатам, инфицирующая доза 

является решающим фактором, обеспечивающим длитель-

ное культивирование возбудителя in vitro в монослое эукари-

отических клеток. В данной работе максимальный срок 

культивирования материала от биопробных животных на 

клетках Vero E6 составил 152 дня (срок наблюдения), что 

позволило накопить специфическую ДНК коксиелл до значе-

ния Ct 15,7 в ПЦР. Сопоставимый показатель специфиче-

ской ДНК возбудителя лихорадки Ку, равный Ct 12,5, был 

получен при использовании в качестве биологической моде-

ли беспородных белых мышей.

Результаты проведенного исследования показали также, 

что образцы сыворотки крови пациентов с острой лихорад-

кой Ку являются ценным источником жизнеспособной 

C. burnetii. Безусловно, медленный рост микроорганизма из 

образцов, содержащих малое количество бактерий, ограни-

чивает применение модели культуры клеток в качестве диа-

гностического инструмента, однако ее польза очевидна в 

случае подтверждения диагноза и создания коллекций изо-

лятов C. burnetii. Кроме того, оценка основных свойств воз-

будителя возможна только при условии выделения жизне-

способных микроорганизмов.
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