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Резюме

Актуальность. Во время массовой вспышки Q лихорадки в Нидерландах в 2007–2010 гг. было зарегистрировано более 

4000 случаев острой формы заболевания человека. Штамм Coxiella burnetii NL3262 был выделен во время этой вспышки 

из абортированной плаценты козы и наиболее полно изучен с помощью комплекса молекулярно-биологических и биоинфор-

мационных методов. Цель. Апробация нового биоинформационного подхода – формального анализа строя – для изучения 

происхождения штаммов, вызвавших массовую вспышку Q лихорадки в Нидерландах на примере штамма C. burnetii NL3262. 

Материалы и методы. В данной работе новые инструменты формального анализа строя (FOA) «Карта генов» и «Матрица сход-

ства», доступные по адресу http://foarlab.org, были применены для изучения степени сходства генома (хромосомы, плазмиды) 

штамма NL3262 с геномами других штаммов C. burnetii. Нуклеотидные последовательности хромосом 10 штаммов C. burnetii 

и 8 плазмид были загружены из GenBank: www.ncbi.nlm.nih.gov/genome. Результаты. Данные, полученные с помощью карты 

генов, показали, что хромосома штамма NL3262 по показателю характеристики средней удалённости нуклеотидов в хромосоме 

(g) 1,449640 значительно дистанцировалась от хромосом других штаммов, расположившихся в диапазоне от 1,448295 (Dugway 

5J108-111) до 1,448865 (CbRSA331). Это может быть обусловлено присутствием в ней 106 копий гена «транспозазы семейства 

IS110», связанного с ростом вирулентности, в то время как в хромосомах других штаммов их число было меньше (в пределах от 1 

до 48). Данные из матрицы сходства показали, что 84,9% компонентов хромосомы C. burnetii штамма NL3262 имели полную 

(100%-ую) гомологию с компонентами хромосомы штамма Z3055. Для хромосом других штаммов процент варьировал от 12,06 

до 47,14. Плазмиды типа pQpH1 штаммов NL3262 и RSA 331 содержали 50,0% компонентов с полной гомологией, для этого 

же типа плазмид штамма RSA 493 и его клонов показатель составил от 28,89 до 29,89%, для плазмид других типов – от 5,56 

до 6,74%. Показано, что хромосомы штаммов NL3262 и Z3055 имеют наибольший процент компонентов с полной гомологией. 

Однако по показателю g хромосомы эти штаммы значительно удалены друг от друга, в связи с большим количеством копий 

IS110 в хромосоме штамма NL3262, вызвавших формирование 21 коллинеарного блока. Это привело к изменению свойств 

штаммов, вызвавших вспышку Q лихорадки в Нидерландах, и росту их эпидемической значимости, вылившейся в самую мас-

штабную вспышку за всю историю изучения этой инфекции. Заключение. Результаты исследований, полученные на основании 

применения формального анализа строя, позволили сделать предположение о происхождении штаммов, вызвавших вспышку Q 

лихорадки в Нидерландах в 2007–2010 гг. Показано, что ведущим мотивом в реорганизации генома C. burnetii является адап-

тация микроорганизма к новой экологической нише.

Ключевые слова: Coxiella burnetii, Q лихорадка, экология, эпидемиология, геном, формальный анализ строя, карта генов, 

матрица сходства, средняя удалённость нуклеотидов
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Введение
Q лихорадка (Ку лихорадка, коксиеллёз) – широ-

ко распространённое зоонозное заболевание, вы-
зываемое Coxiella burnetii [1]. Феномен природной 
очаговости имеет ведущее значение для экологии 
этого микроорганизма [2]. Заражение человека 
может происходить посредством различных меха-
низмов, при этом C. burnetii является признанным 
агентом биологического оружия [1, 3]. У инфициро-
ванных овец и коз во время окотов и поздних абор-
тов происходит массовое поступление C. burnetii 
в окружающую среду, что приводит к заражению 
обслуживающего персонала ферм и хозяев жи-
вотных [1, 4, 5]. В результате вдыхания аэрозо-
ля, содержащего бактерии, обычно развивается 
острая форма Q лихорадки, которая клинически 
проявляется преимущественно в виде атипичной 
пневмонии и гепатита [1, 3]. При хронизации ин-
фекционного процесса, как правило, развивается 
эндокардит [1, 6–8]. Козы, овцы и крупный рога-
тый скот (КРС) являются важнейшим резервуаром 
C. burnetii, однако штаммы были выделены от ши-
рокого круга диких позвоночных и членистоногих 
[1, 4]. При пассировании штаммов C. burnetii in vitro 
происходит смена фазового состояния (варианта) 

антигена от фазы I к фазе II и потеря вирулентности 
из-за перехода липополисахарида (ЛПС) в усечён-
ную форму, что связано с делецией генов, кодирую-
щих O-антиген [9–11].

С 2007 по 2010 г. в Нидерландах произошла 
крупная вспышка Q лихорадки. Было зарегистри-
ровано 4026 случаев острой формы заболевания 
среди людей [12]. Источником вспышки послужили 
козы показано, что передача C. burnetii могла осу-
ществляться в виде аэрозоля, при этом риск за-
ражения населения, проживающего в радиусе 1 км 
от козьих молочных ферм, был в 46 раз выше, чем на 
расстоянии 5–10 км [13]. Штамм C. burnetii NL3262 
был выделен из абортированной плаценты козы 
во время этой вспышки [5]. Показано, что штаммы, 
ответственные за вспышку в Нидерландах, и штамм 
Z3055, выделенный из абортированной плаценты 
овцы в Германии в 1992 г., являются клональными, 
так как они в соответствии с результатами муль-
тилокусного секвенирования-типирования имеют 
один генотип MST33, один VNTR-профиль и содер-
жат плазмиду типа QpH1 [14]. Применение MLVA 
(Multiple Locus Variable-number Tandem Repeat – 
локус с варьирующим числом тандемных повторов) 
показало преобладающее присутствие генотипа 

    

Abstract

Background. More than 4,000 cases of acute disease in humans were reported during the mass Q fever outbreak in the Netherlands in 

2007–2010. The Coxiella burnetii NL3262 strain was isolated during this outbreak from an aborted placenta of a goat and was studied 

using means of molecular biology and bioinformation techniques. Goals. Approbation of a new bioinformatics approach – formal order 

analysis – to study the origin of the strains that caused a massive outbreak of Q fever in the Netherlands using the C. burnetii NL3262 

strain. Methodology. New tools of the formal order analysis (FOA) «Map of Genes» and «Matrix of Similarity» (available at http://foarlab.

org) were used in this work to study the degree of similarity of the genome (chromosome, plasmid) of this strain with the genomes of 

other strains of C. burnetii. The nucleotide sequences of the chromosomes of 10 C. burnetii strains and 8 plasmids were loaded from 

GenBank: www.ncbi.nlm.nih.gov/genome. Results. The map of genes data showed that the chromosome of NL3262 strain significantly 

distanced from the chromosome of other strains by the characteristic of the average remoteness of nucleotides in the chromosome 

(g) that ranged from 1.448295 (for Dugway 5J108-111) to 1.448865 1.449640 (for CbRSA331). This may be due to the presence of 

106 copies of the «transposase family IS110» gene associated with the growth of virulence, while in the chromosomes of other strains 

their number ranged only from 1 to 48. The similarity matrix showed that 84.9% of C. burnetii NL3262 chromosome components 

had complete (100%) homology with chromosome components of strain Z3055. The percentage of similar components ranged from 

12.06 to 47.14 for chromosomes of other strains. Plasmids of the pQpH1 type of strains NL3262 and RSA 331 contained 50.0% of 

components with complete homology. For the same type of plasmids of strain RSA 493 and its clones, the index varied from 28.89 

to 29.89%, and for plasmids of other types it was from 5.56 to 6.74%. It is shown that the chromosomes of strains NL3262 and 

Z3055 have the highest percentage of components with complete homology. However, by the g index, chromosomes of these strains 

are significantly distanced from each other, due to the large number of copies of IS110 in the chromosome of strain NL3262, which 

caused the formation of 21 collinear blocks. This led to a change in the properties of the Q fever outbreak strains in the Netherlands 

and the increase in their epidemiological significance, which caused the largest outbreak in the history of the study of this infection. 

Conclusions. The results of the study, obtained on the basis of the application of formal order analysis, made it possible to make 

an assumption about the origin of the strains of Q fever in the Netherlands in 2007–2010. It is shown that the leading reason in the 

reorganization of the C. burnetii genome is the adaptation of the microorganism to a new ecological niche.

Keywords: Coxiella burnetii, Q fever, epidemiology, genome, formal order analysis, matrix of similarity, map of genes, average 

remoteness
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CbNL01 и в меньшей степени генотипа CbNL12 
среди штаммов, выделенных в Нидерландах [11]. 
С помощью филогенетического анализа выделено 
четыре клада среди штаммов C. burnetii: клады 1a 
и 1b – генотип CbNL01; клад 2 – генотип CbNL12 
и Nine Mile-подобный генотип (NM, RSA331 и др.), 
к которому отнесён штамм Z3055, являющийся 
равноудалённым для кладов 1 и 2; клад 3 – Scurry-
генотип (бесплазмидые штаммы: CbuG_Q212); 
некластеризованные штаммы разных генотипов 
(Shperling, Dugway 5J108-111, CbuK_Q154, MSU 
Goat Q177 и др.) [16]. Штаммы, выделенные во вре-
мя вспышки в Нидерландах от козы (NL3262, 602, 
CbCVIC1) и человека (NLhu3345937, 42785537, 
NL-Limburg), имели почти одинаковые геномы, кла-
стеризовались вместе на основании результатов 
филогенетических исследований и анализа однону-
клеотидных полиморфизмов (SNP) и были отнесе-
ны к генотипу CbNL01. Эти данные подтверждают, 
что козы являются источником вспышки Q лихо-
радки у человека в Голландии [15], как и предпо-
лагалось ранее на основе генотипирования [15]. 
Штаммы NL3262 и NL-Limburg – клоны, посколь-
ку разница между их геномами составляет все-
го 8 точечных мутаций [16]. Оба штамма имеют 
только одну ДНК-перегруппировку в своих гено-
мах и содержат максимальное количество генов, 
кодирующих транспозазу (106-112 семейства 
транспозазы IS110, 3 семейства транспозазы 
ISAs1 и 12–13 остатков генов транспозазы со-
ответственно). По сравнению с другими облигат-
ными внутриклеточными патогенами (Rickettsia, 
Chlamydia, Mycobacterium leprae) геном C. burnetii 
обладает наибольшим количеством генов транспо-
зазы (IS-элементов), которые, как предполагается, 
связаны с адаптацией патогена к различным вну-
триклеточным нишам [17].

Штаммы C. burnetii разных генотипов могут с от-
личающейся эффективностью заражать различные 
виды хозяев. Штаммы генотипа CbNL01 преимуще-
ственно выделяются у коз и людей, штаммы гено-
типа CbNL12 – от крупного рогатого скота и почти 
никогда от коз и людей [15, 18, 19]. Это указывает 
на более высокую восприимчивость людей и коз 
к штаммам генотипа CbNL01.

Необходимо мобилизовать весь арсенал до-
ступных биоинформационных методов с целью 
оценки возможного происхождения штаммов, 
вызвавших массовую вспышку Q лихорадки 
в Нидерландах. Новый математический подход, 
дополняющий инструментарий биоинформатики, – 
формальный анализ строя (FOA) [20], ранее был 
успешно применён при изучении полноразмерных 
геномов для систематики представителей семей-
ства Rickettsiaceae [21]. В данной работе предла-
гается использование новых инструментов FOA: 
карты генов («Map of genes» – MG) [22] и матрицы 
сходства («Matrix of similarity» – MS») [23] для изуче-
ния сходства геномов (хромосом и плазмид) и их 
компонентов штамма C. burnetii NL3262 с другими 

штаммами, выделенными от человека, козы, овцы, 
клеща и крысы.

Целью данного исследования стала апроба-
ция новых средств FOA в качестве инструментов 
молекулярно-эпидемиологического скрининга ге-
номов штамма NL3262 и штаммов других геноти-
пов для установления возможного происхождения 
штаммов генотипа CbNL01, вызвавших самую мас-
совую из описанных вспышек Q лихорадки, произо-
шедшую в Нидерландах в 2007–2010 гг.

Материалы и методы
Последовательности полноразмерных геномов 
Coxiella burnetii

Все геномы C. burnetii (табл. 1) были загруже-
ны из базы данных GenBank: www.ncbi.nlm.nih.
gov/genome. Хромосомы 10 штаммов C. burnetii 
(Dugway 5J108-111, CbuK_Q154, Z3055, RSA 493, 
RSA439, RSA439 clon 4, CbuG_Q212, RSA331, 
NL3262 и «MSU Goat Q177») и 8 плазмид (Dugway 
5J108-111 pQpDG, CbuK_Q154 pQpRS, RSA493 
pQpH1, RSA439 pQpH1, RSA439 clon 4 pQpH1, 
RSA331 QpH1, NL3262 QpH1 и «MSU Goat Q177» 
pQpRS) были изучены с применением инструмен-
тов MG [22] и MS [23].

Инструменты формального анализа строя (FOA)
FOA использовали для анализа геномов штам-

мов C. burnetii, как ранее описано нами [20, 21]. 
Основы этого подхода были разработаны для из-
учения символьных последовательностей любой 
природы и успешно применялись ранее при ис-
следовании лингвистических и музыкальных тек-
стов [24]. В работе используется высокоточное 
и однозначное численное представление исход-
ного расположения нуклеотидов в последова-
тельности. Для этого были разработаны числовые 
характеристики строя (средняя удалённость одина-
ковых нуклеотидов в последовательности (g), глу-
бина нуклеотидной последовательности (G) и т.д.) 
на основе межсимвольных интервалов (межну-
клеотидное расстояние [25, 26]) [20]. В результа-
те применения этого подхода стало возможным 
последовательность нуклеотидов произвольной 
длины перекодировать в числовую последователь-
ность фиксированной длины.

Недавно для FOA нами были разработаны но-
вые инструменты – карта генов (MG) [22] и ма-
трица сходства (MS) [23] для более углублённого 
изучения структуры бактериальных геномов (хро-
мосом и плазмид).

Пары числовых значений характеристик строя 
хромосом (плазмид) и их компонентов {<gj, Gi>} 
отображаются в столбцы точек на MG. Компоненты, 
представляющие отдельную хромосому (плазми-
ду), размещаются вертикально. Точки, распола-
гающиеся на одной горизонтали, представляют 
похожими (гомологичными/одинаковыми) компо-
нентами в разных хромосомах (плазмидах) (рис. 1). 
Инструментарий MG позволяет интерактивно 
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получить подробное описание любого компонента 
генома. Также возможна автоматическая иденти-
фикация совпадающих компонентов.

Для каждой пары из множества проанализи-
рованных хромосом (плазмид) MS представляет 
значения меры подобия. Сходство пары хромосом 
(плазмид) определяется путём сравнения значе-
ний выбранной характеристики строя их компо-
нентов. В данном исследовании для сравнения 
использовались характеристики глубины G и сред-
ней удалённости g. Инструментарий MS позво-
ляет интерактивно формировать список только 
похожих компонентов для любой пары хромосом 
(плазмид). Также возможно получать пару графи-
ков функций локальных характеристик строя (вы-
численных скользящим окном) для выбранной 
пары совпадающих компонентов. Последнее по-
зволяет детально исследовать сходство отдельных 
компонентов.

Сравнение кодирующих и некодирующих по-
следовательностей (компонентов) в хромосомах 
(плазмидах) разных штаммов C. burnetii возможно 
с использованием инструментария MG, который 
также может быть полезен при анализе геномов 
с целью дифференциации генов, имеющих полную 
(100%-ую) гомологию с ортологами. С помощью 

MG можно идентифицировать различия между 
хромосомами (плазмидами) штаммов внутри вида 
C. burnetii. Хромосомы (плазмиды) и их компоненты 
представлены на плоскости карты генов в виде 
множества точек. Хромосомы (плазмиды) поме-
щаются (классифицируются) по индексу средней 
удалённости (g) по оси X, а их компоненты (ко-
дирующие и некодирующие последовательности) 
располагаются по индексу глубины (G) по оси Y. 
Совпадающие по характеристикам последователь-
ности имеют полную гомологию. Геномы штаммов 
одного вида демонстрируют высокую степень го-
мологии их компонентов. Для сравнения геномов 
разных видов бактерий необходимо ввести до-
полнительные меры сходства для идентификации 
компонентов со степенью гомологии менее 100%. 
Используя этот подход, можно провести выбороч-
ный анализ всех компонентов геномов индиви-
дуально или путем их группировки по заданному 
признаку. Каждый компонент может быть иденти-
фицирован (визуализирован) среди всех сравни-
ваемых организмов по его названию в аннотации, 
что позволяет проверять его наличие в каждом 
геноме.

Все геномы (хромосомы, плазмиды) были про-
анализированы с использованием FOA [20]. 
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Рисунок 1. 
Расположение хромосом штаммов Coxiella burnetii на «Карте генов» на основании показателя средней 
удалённости нуклеотидов (ось X) и копий генов, кодирующих транспозазу IS110 с полной гомологией по 
показателю глубины соответствующему значению – 1601,9794719784159 (ось Y), легенда в сокращённой 
демоверсии
Figure 1. The location of the chromosomes of the Coxiella burnetii strains on the «Gene Map» based on the average 
remoteness (X axis) and copies of the genes encoding IS110 transposase with complete homology in depth index of the 
corresponding value – 1601.9794719784159 (Y axis), the legend in the abbreviated demos

"

,   
Genes encoding transposase IS110 
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Программное обеспечение для исследований до-
ступно в интернете по адресу http://foarlab.org.

Результаты и обсуждение
Применение MG позволило представить пози-

цию (классифицировать) штаммов C. burnetii (рис. 
1) друг относительно друга в соответствии с пока-
зателем средней удаленности их хромосом (по оси 
X) в диапазоне от 1,4482959721 (Dugway 5J108-
111) до 1,4496407330 (NL3262). Анализ и срав-
нение компонентов хромосом в соответствии 
с величиной индекса глубины – G (ось Y), показали 
высокий процент (более 80%) компонентов хромо-
сом штаммов C. burnetii Z3055 и NL3262, имеющих 
полное совпадение нуклеотидов (100%-ая гомоло-
гия). С помощью MG в хромосоме штамма NL3262 
было выявлено 106 копий «транспозазы семей-
ства IS110», в то время как хромосома штамма 
C. burnetii Z3055 содержала 11 копий, в хромосо-
мах других штаммов их число варьировалось от 1 
(RSA 493) до 48 («MSU Goat Q177») (табл. 1).

Для проведения углублённого анализа компо-
нентов геномов штаммов C. burnetii была приме-
нена MS. Хромосома штамма C. burnetii NL3262 
содержала максимальный процент компонен-
тов (84,9%), имеющих полную гомологию с ком-
понентами хромосомы штамма C. burnetii Z3055, 
в меньшей степени с C. burnetii RSA 331 (47,14%), 
C. burnetii RSA 439 (33,54%), RSA439 clon 4 (33,0%) 
и C. burnetii RSA 493 (32,22%) (табл. 2).

Хромосома штамма C. burnetii RSA 493, с ЛПС, 
находящимся в фазе I, имела высокий процент 
компонентов с полной гомологией с компонен-
тами хромосом своих клонов, в которых ЛПС со-
держится в фазе II – RSA439 clone 4 (86,89%) 
и C. burnetii RSA439 (85,56%). Между хромосома-
ми клонов RSA439 clone 4 и RSA 439 процент 
компонентов с полной гомологией составил 98,16. 
Минимальный процент гомологичных компонентов 
по показателю MS – 12,06 продемонстрировали 
хромосомы штамма NL3262 и «MSU Goat Q177», 
другого штамма, выделенного от козы. В отличие 
от этого, штаммы C. burnetii, содержащие плазми-
ду QpRS, выделенные от пациента с эндокардитом 
CbuK_Q154 и от козы «MSU Goat Q177», имели 
высокий процент гомологичных компонентов хро-
мосом (76,55%). Применение MS для анализа 
плазмид показало, что плазмида pQpH1 штамма 
NL3262 содержала 50,0% компонентов, имеющих 
полную гомологию с компонентами того же типа 
плазмиды штамма RSA331. По отношению к плаз-
миде штамма RSA493 фаза I этот показатель рав-
нялся 29,89%, для плазмид её клонов RSA439 
фаза II и RSA 439 clon 4 фаза II составил 29,55 
и 28,89 соответственно. Для плазмид других штам-
мов процент компонентов с полной гомологией ва-
рьировался от 5,56 до 6,74 (табл. 3). Плазмиды 
pQpRS_K_Q154 и QpRS «MSU Goat Q177» проде-
монстрировали самый высокий процент компо-
нентов с полной гомологией, составивший 95,75%, 

в отличие от плазмиды pQpH1 штамма C. burnetii 
RSA 493 и плазмид ее клонов RSA439, RSA439 
clon 4, у которых этот показатель составил 48,35 
и 73,12% соответственно.

В результате беспрецедентной вспышки Q ли-
хорадки, произошедшей в Нидерландах вначале 
XXI века, были изолированы и изучены штаммы 
C. burnetii, выделенные из клапанов сердца паци-
ентов с хронической формой заболевания, а так-
же из абортированной плаценты коз и овец [16]. 
Проведён генетический анализ этих штаммов 
и штаммов, изолированных ранее из абортирован-
ной плаценты коз и КРС во Франции, от больных 
Q лихорадкой из других стран мира и предвари-
тельно генотипированных в MLVA [15, 16].

Применение MG-анализа при изучении гено-
мов 10 штаммов C. burnetii показало, что в со-
ответствии со значением показателя средней 
удалённости хромосома «козьего» штамма NL3262 
(g – 1,4496407330) генотипа CbNL01 значи-
тельно отличалась от хромосом штаммов (g – 
1,4482959721 – 1,4488653471), отнесённых 
к остальным кладам. Эти различия в значитель-
ной степени могут быть обусловлены выраженны-
ми изменениями структуры хромосомы штамма 
NL3262, произошедшими в результате появления 
наибольшего количества (106 копий) элементов 
IS110 среди хромосом всех исследованных штам-
мов (см. табл. 1). При этом хромосома штамма 
CbRSA331 (NM-подобный генотип), содержащая 
44 элемента IS110 (см. табл. 1), расположилась 
наиболее близко по отношению к хромосоме штам-
ма NL3262 (1,4488653471). Выраженное отличие 
хромосомы штамма NL3262 по структуре от хро-
мосом других штаммов, установленное на осно-
вании значения показателя средней удалённости 
(см. рис. 1) подтверждается результатами геномно-
го анализа, который  показал большое количество 
перегруппировок генома NL3262 при сравнении 
с геномами штаммов Z3055 (21 перегруппиров-
ка), Cbuk_Q154 (31 перегруппировка), CbuG_Q212 
(21 перегруппировка) и Dugway (23 перегруп-
пировки) [16]. Предполагается, что значительно 
возросшее количество транспозонов в геномах 
штаммов со вспышки в Нидерландах могло при-
вести к значительной перегруппировке генома 
в ответ на неблагоприятные факторы, связанные 
с изменением экологии возбудителя, в том числе 
обусловленные сменой хозяина. Такие перегруппи-
ровки могли привести к вставкам/делециям ДНК, 
формированию полиморфизмов и псевдогенов 
или модулировать экспрессию гена посредством 
перегруппировок генных порядков, что способству-
ет накоплению и выживаемости C. burnetii в раз-
ных экологических нишах [16, 17, 27–29].

Комплексный подход в FOA, основанный 
на дополнительном применении MS, позволил 
установить, что хромосомы «козьего» NL3252 
и «овечьего» Z3055 штаммов имеют максимальный 
процент (84,9%) компонентов с полной гомологией. 
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Хромосомы всех других штаммов значительно отли-
чаются по этому показателю от хромосом штаммов 
NL3262 (клад 1a – генотип CbNL01) и Z3055 (клад 
1b – в границах генотипа CbNL01) из-за высокого 
процента генов с однонуклеотидным полиморфиз-
мом. С применением MS было установлено, что 
штаммы Z3055 и RSA 493 имеют только 32,89% 
компонентов с полной гомологией (см. табл. 2), 
несмотря на предположение о клональности их 
происхождения [14]. Это подтверждается выявле-
нием различий между хромосомами штамма Z3055 
и эталонного штамма NMI (RSA 493), связанных 
с наличием только точечных мутаций и вставок/
делеций (INDEL). В общей сложности было уста-
новлено 2917 SNP между хромосомами штаммов 
Z3055 и NMI, включая 2507 SNP в межгенных 
областях, 410 в кодирующих областях и 228 не-
синонимичных SNP, что соответствует 119 мути-
рованным генам [14]. Таким образом, MS-индекс, 
определяющий процент компонентов с полной го-
мологией между сравниваемыми хромосомами, 
является не менее информативным по сравнению 
с другими методами (анализ SNP) и может быть 
использован как дополнительный инструмент при 
анализе и сравнении хромосом различных штам-
мов. Этот подход, основанный на применении FOA, 
учитывающий расположение нуклеотидов в анали-
зируемых геномах, по своей сути является геномо-
систематикой и может быть эффективно применен 
при анализе геномов и адресно реализован в си-
стематике на уровне субтаксономической катего-
рии штамма.

Применяя инструменты FOA, нам удалось пока-
зать, что штамм NL3262, представляющий штам-
мы генотипа CbNL01, который вызвал вспышку 
лихорадки Q в Нидерландах в 2007–2010 гг., 
является клональным по отношению к штамму 
Z3055, поскольку их геномы содержат высокий 
процент компонентов (84,9%) с полной гомоло-
гией. Значительная реорганизация генома, про-
изошедшая у штамма NL3262 (и других из клада 
CbNL01, Нидерланды) вследствие выраженного 
увеличения количества элементов IS110 мог-
ла привести к росту его вирулентности и воз-
растанию эпидемической значимости. При этом 
было установлено, что хромосомы двух штаммов 
(NL3262 и «MSU Goat Q177»), выделенных от од-
ного вида хозяина (коза), с разными историями 
происхождения, имели минимальный процент 
компонентов с полной гомологией по показателю 
MS – 12,06. Это обоснованно с позиции данных 
анализа генных ортологов, показавших 98%-ое 
перекрытие между хромосомами штаммов одного 
генотипа, которое выше, чем перекрытие между 
штаммами, имеющими происхождение от хозяи-
на одного вида [16]. Показано, что штаммы од-
ного генотипа имеют клональное происхождение 
с высококонсервативным содержанием генов. 
Среди штаммов, выделенных во время вспыш-
ки в Нидерландах, и других генотипов (CbNL12, 

Henzerling и Heizberg) не было идентифицирова-
но уникальных генов, хотя и были определены 
гены, специфичные для генотипа. Поиск генов и 
точечных мутаций, специфичных для хозяина дал 
отрицательные результаты, указывая, что гены, 
специфичные для вида хозяина и мутации отсут-
ствовали. Таким образом, в геномах штаммов 
чётко выявлялись специфические изменения 
свойственные генотипу, тогда как специфические 
изменения в геномах штаммов, изолированных 
от одного вида хозяина не наблюдались [16].

На основании значений показателя средней 
удалённости нуклеотидов было установлено, что 
хромосома штамма Z3055 (11 копий IS110) заняла 
позицию между хромосомой штамма RSA 493 NMI 
(1 копия IS110) и хромосомами его клонов RSA439 
clone 4 NMII и RSA 439 NMII (по 20 копий IS110) 
(см. рис. 1). При сравнительном анализе хромо-
сом C. burnetii были выявлены перегруппировки 
(коллинеарные блоки) в 0, 21, 6 и 13 местах хромо-
сомы штамма RSA 493 NMI по сравнению с хромо-
сомами штаммов Z3055, Cbuk_Q154, CbuG_Q212 
и Dugway соответственно [28]. Таким образом, 
группирование хромосом штаммов RSA 493 NMI 
и Z3055, полученное с помощью MG, подтверждает 
данные об отсутствии перегруппировок (коллине-
арных блоков) в их хромосомах [16].

Увеличение копий IS110 с одной в хромосо-
ме оригинального штамма RSA 493 NMI (клещ) 
до 20 копий в хромосомах его клонов RSA439 
clone 4 NMII (человек) и RSA 439 NMII (культу-
ра клеток) могло привести к более выраженным 
изменениям структуры их хромосом (включая об-
разование коллинеарных блоков), по сравнению 
с хромосомой штамма Z3055, содержащей всего 
11 копий IS110. Изменения в структуре хромосом 
штамма RSA 493 NMI и его клонов связаны со сме-
ной экологии микроорганизма (клещ, человек, 
культура клеток), вызвавшей переход фазового 
состояния ЛПС антигена,  который сопровождает-
ся увеличением копий IS110, что было выявлено 
с помощью MG. Единственный элемент IS110 хро-
мосомы RSA 493 NMI (1095 н. п.) имел полную 
гомологию с 13 элементами IS110 хромосомы 
RSA439 clone 4 NMII и только с двумя элементами 
IS110 хромосомы RSA 439 NMII. Данные получен-
ные с помощью MS показали, что переход из со-
стояния фазы I в фазу II сопровождался снижением 
доли компонентов с полной гомологией для хромо-
сом клонов RSA 439 NMII и RSA439 clone 4 NMII 
до 85,56 и 86,89% соответственно. Доказано, что 
для RSA439 clone 4 NMII переход к фазе II связан 
с хромосомной делецией ~ 26 kb, которая устра-
няет несколько генов, осуществляющих биосинтез 
ЛПС, и связана с образованием сильно усеченного 
ЛПС по отношению к оригинальному штамму RSA 
493 NMI [30]. При этом делеция соответствующая 
части гена CBU_0691, участвующего в синтезе ви-
ренозы (сахар, присутствующий только в структуре 
ЛПС-фазы I C. burnetii [31]), приводит к смещению 
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рамки считывания, блокируя кодирование фермен-
тов, участвующих в её синтезе. Предполагается, 
что именно эта делеция 355 н. п. может вызвать 
начало фазового сдвига в штаммах CbNL01 [16]. 
Отличия в плазмидах клонов, полученных на 
культуре клеток и выделенных от человека, но-
сили более выраженный характер. Клон RSA 439 
содержал всего 48,35% компонентов плазмиды 
с полной гомологией по отношению к плазми-
де оригинального штамма, а RSA439 clon 4 – 
73,12%. Применение новых инструментов FOA 
позволило установить, что у C. burnetii при пере-
ходе из фазы I в фазу II происходит увеличение 
количества элементов IS110 и снижение про-
цента компонентов, имеющих полную гомологию 
в хромосомах и плазмидах клонов.

Термин «клональный» применяется различ-
ными группами исследователей при изучении ха-
рактеристик сравниваемых геномов C. burnetii 
и подчёркивает близость происхождения изоля-
тов [14, 28, 30]. Клональными считаются штам-
мы, выделенные во время вспышки в Нидерландах 
от козы (NL3262) и человека (NL-Limburg) 
[16], а также штамм Z3055, выделенный ранее 
в Германии от овцы, по отношению к вышеука-
занным [14]. Более объективным является приме-
нение этого термина в отношении вирулентного 
штамма NMI (RSA 493), выделенного из иксодового 
клеща Dermacentor andersonii и его клонов, по-
лученных в лабораторных условиях RSA439 clone 
4 NMII и RSA 439 NMII, ассоциированных с че-
ловеком и культурой клеток соответственно [30]. 
Во всех приведённых случаях феномен «клональ-
ности» связан со сменой экологической ниши 
C. burnetii. В случае со штаммом NMI (RSA 493) 
и его клонами был показан молекулярный меха-
низм перехода фазового состояния ЛПС антигена 
из фазы I в фазу II [30]. Применение инструмен-
тов FOA продемонстрировало тесную связь между 
штаммами, выделенными от разных видов хозяев 
(коза, овца), в хромосомах которых произошла вы-
раженная перегруппировка в связи с возрастани-
ем количества инсерционных элементов, сохранив 
при этом высокий процент компонентов, имеющих 
полную гомологию (84,9%). При этом реорганиза-
ция генома оригинального штамма C. burnetii RSA 
493 NMI, выделенного от клеща, которая связана с 
изменением фазового состояния из фазы I в фазу 
II его клонов в результате перехода микроорга-
низма к человеку и на культуру клеток, показало 
аналогичный процент компонентов хромосом име-
ющих полную гомологию (85,56–86,89%). В обоих 
случаях ведущим мотивом в реорганизации генома 
является адаптация микроорганизма к новой эко-
логической нише.

Высокий процент компонентов хромосом с пол-
ной гомологией (76,55%) был выявлен у штаммов, 
выделенных у пациента с эндокардитом CbuK_
Q154 и от козы «MSU Goat Q177», которые, по дан-
ным филогенетических исследований и MLVA, 

расположились рядом друг с другом в группе не-
кластеризованных штаммов [16].

Существенные различия были выявлены между 
двумя штаммами, выделенными от козы NL3262 
и «MSU Goat Q177», на основании низкой доли ком-
понентов с полной гомологией в их хромосомах – 
12,06%. Эти различия дополнялись выраженной 
дистанцией между их хромосомами по значению 
показателя средней удалённости, составившем 
1,4496407330 и 1,4483845927 соответственно. 
При этом хромосомы обоих «козьих» штаммов об-
ладали наибольшим количеством копий IS110. 
Полученные данные могут указывать на раз-
личное происхождение данных изолятов в отли-
чие от штаммов, выделенных во время вспышки 
в Нидерландах, и штамма Z3055, выделенного 
от овцы в Германии [14].

Таким образом, с помощью FOA было продемон-
стрировано, что хромосомы штаммов, имеющих 
клональное происхождение, но выделенных от раз-
ных видов хозяев, могут иметь большую степень 
сходства по сравнению с образцами, полученными 
от одного вида хозяина.

Проведённое ранее генотипирование с по-
мощью MLVA показало преобладание генотипа 
CbNL01 над CbNL12 среди штаммов, выделенных 
во время вспышки в Нидерландах [15]. Генотип 
CbNL01 был идентифицирован главным образом 
среди штаммов, выделенных от коз и пациентов, 
что указывает на коз как источник вспышки Q ли-
хорадки в Нидерландах. Это подтверждает эпиде-
миологическую связь между увеличением числа 
случаев Q лихорадки человека с высоким уровнем 
абортов у коз [12, 15, 16, 32, 33]. Генотип CbNL12 
был представлен главным образом штаммами, 
выделенными от КРС, редко – штаммами от коз, 
овец и людей [15, 18, 19] и был вторым по рас-
пространённости после генотипа CbNL01. Хотя 
штаммы генотипов CbNL12 и CbNL01 принадлежат 
к различным генотипам MLVA, основные различия 
между ними были основаны на точечных мутаци-
ях (в среднем 2400) и количестве генов, кодиру-
ющих транспозазу. Поскольку штаммы генотипа 
CbNL12 не были выделены от человека, но имели 
распространение во многих европейских странах, 
предполагается, что человек менее восприимчив 
к штаммам генотипа CbNL12, в связи с чем снижа-
ется риск его заражения [16]. Возможно, штаммы 
этого генотипа могут представлять значительный 
ресурс для рассмотрения их в качестве потенци-
альных кандидатов в вакцинные штаммы.

Различие между последовательностями гено-
мов «голландских» штаммов и эталонным штаммом 
NMI (RSA 493) было основано на точечных мутаци-
ях, небольших делециях в части генов и нескольких 
делециях полных генов в геномах штаммов гено-
типа CbNL01 [16]. При этом новые гены, потенци-
ально связанные с повышенной вирулентностью, 
отсутствовали в геномах штаммов этого генотипа. 
Это говорит о том, что модификации существующих 
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генов привели к усилению вирулентных особен-
ностей штаммов вспышки, а не к приобретению 
новых генетических факторов C. burnetii. Было 
установлено большое количество мутаций в генах, 
кодирующих мембранные белки штаммов генотипа 
CbNL01, относительно штаммов CbNL12 [16].

Применение MS показало, что хромосома штамма 
NL3262 содержит 84,9% компонентов, имеющих пол-
ную гомологию с компонентами хромосомы штам-
ма Z3055, что в 1,8–7,0 раз превышает гомологию 
с компонентами хромосом других штаммов C. burnetii 
(см. табл. 2). Анализ показателя средней удаленности 
в MG позволил установить выраженную реоргани-
зацию хромосомы штамма NL3262 по отношению 
к хромосоме штамма Z3055, связанную со значи-
тельным увеличением коллинеарных блоков в ре-
зультате роста количества IS110, что могло привести 
к увеличению вирулентности штаммов C. burnetii, вы-
звавших вспышку Q лихорадки в Нидерландах.

Описанная в данной работе взаимосвязь штам-
мов полностью соответствует филогенетическим 
взаимоотношениям между геномами C. burnetii, 
установленная на основе анализа однонуклео-
тидных полиморфизмов [16], за исключением 
бесплазмидного штамма CbuG_Q212, в котором 
плазмида интегрирована в хромосому и потому 
не вписывается в общий порядок.

Предлагается комплексный подход, основанный 
на применении двух новых средств FOA – карты 
генов и матрицы сходства в качестве дополнитель-
ного инструмента для анализа геномов C. burnetii 
с целью изучения происхождения штаммов во вре-
мя вспышек и возможной оценки их эпидемиче-
ской значимости.

На основании применения MS можно выделить 
шесть групп штаммов C. burnetii:
• штаммы NL3262 и Z3055 (генотип CbNL01), 

имеющие 84,9% компонентов хромосом 
с полной гомологией, но содержащие отли-
чия по структуре хромосом в связи с их пере-
группировкой, которая связана с появлением 
большого количества IS110 в результате смены 
экологической ниши (клад 1a и 1b);

• штамм RSA 493 NMI (генотип CbNL12) и его 
клоны RSA439 clone 4 NMII, RSA 439 NMII 
с высоким процентом гомологичных компо-
нентов хромосом 86,89 и 85,56 соответствен-
но; по структуре хромосом близкие к штамму 
Z3055 (клад 2). Распределение по группам 1 и 2 
не противоречит, а, возможно, объясняет рав-
ноудалённую позицию штамма Z3055, по дан-
ным Kuley с соавт. [16];

• штамм RSA 331, равноудалённый по показате-
лю процента компонентов с полной гомологией 
хромосом по отношению к первой группе штам-
мов: NL3262 (47,14%), Z3055 (46,15%) и второй: 
RSA 493 (36,05%), RSA439 clone 4 (37,33%), 
RSA 439 (36,84%); и плазмид штаммов обеих 
групп (34,48–50,0%), а по структуре хромосомы 
наиболее близок штамму NL3262 (клад 2);

• бесплазмидный штамм CbuG_Q212 (Scurry ге-
нотип), имеющий низкий процент компонентов 
с полным сходством (гомологией) с компонента-
ми хромосом других штаммов от 13 до 19,05% 
(клад 3);

• штаммы CbuK_Q154 и «MSU Goat Q177», содер-
жащие высокий процент компонентов с полной 
гомологией хромосом (76,55) и максимальный 
по плазмидам QpRS (95,75%), но низкий по от-
ношению к хромосомам (12,06–22,2%) и плаз-
мидам (6,74–10,87%) других штаммов, что 
позволяет судить об общности их происхожде-
ния и отделённой позиции в отношении других 
штаммов (некластеризованные штаммы разных 
генотипов);

• штамм Dugway 5J108-111, имеющий низкий 
процент компонентов хромосомы с полной го-
мологией по отношению к хромосомам всех дру-
гих штаммов (17,15–22,2%) и плазмиде pQpDG 
(5,56–8,93%) (некластеризованные штаммы 
разных генотипов).

Крупнейшая вспышка Q лихорадки, зооноз-
ной инфекции с феноменом природной очаго-
вости, могла стать возможной при ослаблении 
ветеринарного контроля, что способствовало 
созданию условий для эпизоотического про-
цесса среди животных и формированию оча-
гов коксиеллёза c последующим заражением 
и вовлечением в эпидемический процесс об-
служивающего персонала ферм по производ-
ству козьего сыра. В основе вспышки лежит 
эпизоотологической процесс, приведший 
к смене экологической ниши C. burnetii при 
переходе «овечьего» Z3055-подобного штам-
ма к «козьему» – NL3262. Об этом свидетель-
ствует высокий процент компонентов хромосом 
с полной гомологией, что сопровождалось рез-
ким увеличением количества копий IS110, 
вызвавшем рост вирулентности, с дальней-
шим формированием эпидемически значимых 
штаммов человека (NLhu3345937, 42785537  
и NL-Limburg).

Подтверждена важная роль козы в эпидеми-
ологии Q лихорадке человека как источника воз-
будителя с учётом клональности штаммов NL3262 
и NL-Limburg, выделенных во время вспышки в 
Нидерландах, при высоком проценте гомологичных 
компонентов хромосом и плазмид штаммов «MSU 
Goat Q177» и K_Q154, также выделенных от козы 
и человека.

Массовость вспышки могла быть обу-
словлена высоким риском заражения насе-
ления при аэрогенном механизме передачи 
возбудителя – C. burnetii.

Выводы
1. Применение инструментов формально-

го анализа строя, в первую очередь матри-
цы сходства, позволило за счёт более тонкой 
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нинг штаммов C. burnetii в очагах Q лихорадки и об-
разцах клинического материала. Другим аспектом 
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ние ретроспективного изучения штаммов, выде-
ленных от человека, животных и других источников, 
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бактериальных культур, для молекулярного скри-
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ERRATA

В предыдущем номере пять на странице 113 таблица № 2 должна выглядеть следующим образом: 

Кратность и сроки иммунизации против пневмококковой инфекции
Number and timing of immunization against pneumococcal infection

Однократная 
иммунизация

Single 
immunization

Двухкратная 
иммунизация

Two-time
immunization

Полный курс 
иммунизации 
(2 вакцинации 

и ревакцинация)
Complete immu-
nization schedule 

(2 vaccinations 
and revaccination

Непривитые
Unvaccinated

Первая иммунизация проведена в возрасте
The first immunization was performed at the age of

0‒5 мес.
0‒5 month

6 мес. ‒ 1 год
6 month ‒  

1 year

1 год 1 мес. ‒ 
2 года
1 year 

1 month ‒ 
2 years

Абс.
Abs. М ± m, % Абс.

Abs. М ± m, % Абс.
Abs. М ± m,% Абс.

Abs. М ± m,% Абс.
Abs.

М ± 
m,%

Абс.
Abs.

М ± 
m,%

Абс.
Abs. М±m,%

59 21,7 ± 2,5 14 5,1 ± 1,3 0 ‒ 199 73,1 ± 2,7 1 1,4 ± 1,3 3 4,1 ± 2,3 20 27,4 ± 5,2


