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у-лихоманка (Q fever, Query 
fever, Ку-рикетсіоз, коксіє-
льоз) – природно-вогнищеве 

інфекційне захворювання домашніх, 
промислових, диких тварин і птиці, що 
характеризується поліморфізмом клі-
нічної картини, часто підгострим і хро-
нічним перебігом. На Ку-лихо манку 
хворіє також людина.

Діагноз встановлюють на основі 
комплексу епізоотичних та епідеміч-
них даних, клінічних ознак, патолого-
анатомічних і патолого-гістологічних 
змін в органах і тканинах організму, 
а також результатів лабораторного до-
слідження [5]. 

Мета роботи – огляд літературних 
даних з методів діагностики Ку-лихо-
манки у ветеринарії, їх порівняльний 
аналіз і висвітлення досвіду застосу-
вання цих методів на базі науково-
дослідного відділу молеку лярно-гене-
тич них досліджень та науково-дослід -
ного відділу вірусологічних досліджень 
ДНДІЛДВСЕ.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
Для серологічної діагностики Ку-

лихоманки методом імуноферментно-
го аналізу (ІФА) використовували тест 
«CHEKIT Q-Fever (Coxiella burnetii) 
Antibody Test Kit» фірми IDEXX 
Laboratories (США), методом РТЗК – 
«Набор (антиген и сыворотка) для се-
рологической диагностики лихорадки 
Ку животных», виготовлений Всеросій-
ським науково-дослідним ветеринар-
ним інститутом (ВНДВІ), Казань. Для 
молекулярно-генетичних досліджень 
застосовували тест-систему «Coxiella 
burnetii-ПЛР-Тест». 

РЕ ЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Лабораторні дослідження на Ку-ли-
хоманку тварин включають: 

– виділення Coxiella burnetii на куря-
чих ембріонах, лабораторних тваринах 
або на культурі клітин; 

– виявлення C. burnetii методом світ-
лової та люмінесцентної мікроскопії; 

–  серологічні методи за допомогою 
реакції зв’язування комплементу (РЗК), 
реакції тривалого зв’язування компле-
менту (РТЗК) або імуноферментного 
аналізу (ІФА); 

– молекулярно-генетичні методи ви -
явлення ДНК C. burnetii;

– методи аналізу геному C. burnetii.
Діагноз на Ку-лихоманку вважають 

встановленим при одержанні позитив-
них результатів в одному з нижче-
зазначених випадків:

– виділен ня C. burnetii з патматеріа-
лу на курячих ембріонах, лаборатор-
них тваринах, у культурах клітин із по-
дальшою ідентифікацією в НРІФ, ПЛР;

– виявлен н я ДНК C. burnetii за допо-
могою ПЛР; 

–  виявленн я антитіл у сироватках 
крові в титрах 1:10 (три–чотири хрес-
ти) і вище. 

Одночасно проводять диференцій-
ну діагностику на наявність інших ін-
фекційних захворювань – бруцельозу, 
пастерельозу, лістеріозу, хламідіозу, ток-
соплазмозу, сальмонельозу тощо [7]. 

Зразки біоматеріалу досліджують 
державні лабораторії ветеринарної ме-
дицини, які мають дозвіл на роботу зі 
збудниками ІІ групи патогенності [3, 4].

Для дослідження на Ку-лихоманку 
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до лабораторії направляють зразки біо-
матеріалу (легені, печінка, вміст сичу-
га) від абортованих плодів, плаценту, 
змиви з піхви відразу після аборту або 
родів. Можна відібрати проби молока 
або молозива, фекалії, а також іксодо-
вих кліщів – Rhipicephalus, Haemaphy-
salis, Dermacentor, Ixodes.

Патологічний матеріал відбирають не 
пізніше ніж через 2 год після загибелі чи 
забою тварини у стерильні флакони або 
пластикові контейнери, поліетиленові 
мішки, які герметично за кри ваються. 

Для ізоляції й ідентифікації бакте-
рій C.  burnetii використовують пере-
щеплювані лінії культур клітин, зокре-
ма клітини фібробластів легенів ем -
б ріона людини (HEL) або курячі ем -
бріони [3]. Наявність C.  burnetii пе ре -
віряють шляхом мікроскопії пофар-
бованих за Гімен сом відцентри фуго -
ваних клітин, а супернатант досліджу-
ють методом ПЛР [3].

Недоліком цього методу є те, що ізо-
ляція С. burnetii у культурі клітин є тру-
домістким, тривалим і небезпечним 
для персоналу процесом і може дати 
помилково негативні результати [14].

Для встановлення діагнозу на Ку-
ли хоманку методом мікроскопії у лабо-
раторіях використовують різні методи-
ки фарбування (за Стемпом, Гіменсом, 
Маккіавелло, Романов ським  –  Гімзою) 
[9]. Цей метод не втрачає актуальності, 
оскільки не потребує спеціального об-
ладнання, доступний і його можна ви-
користовувати в польових умовах. Але 
облік результатів світлової мікроскопії 
C.  burnetii ускладнюється, оскільки їх 
можна сплутати з Chlamydophila abortus 
або Brucella spp. [8]. Для порівняння по-
трібно використовувати контрольні по-
зитивні препарати C.  burnetii, Chlamy-
dophila abortus і Brucellа spp. [3]. 

Метод флуоресціюючих антитіл 
(МФА) належить до експресних методів 
діагностики. Він поєднує в собі високу 
специфічність імунологічного та високу 
чутливість люмінесцентного методів. 
Стосовно рикетсійних інфекцій МФА 
використовують при дослідженні неве-
ликої кількості зразків для ідентифіка-
ції специфічних антигенів і антитіл [3].

Для серологічної діагностики Ку-

лихоманки сьогодні застосовують іму-
ноферментний аналіз (ІФА), реакцію 
зв’язування комплементу (РЗК), реак-
цію тривалого зв’язування комплемен-
ту (РТЗК) [3]. У ветеринарній практиці 
серологічні реакції найчастіше є єди-
ним методом для діагностики жуйних 
тварин. Серологічні тести показують 
лише наявність антитіл до збудника і 
не підтверджують наявність збудника 
C. burnetii.

Реакція імуноферментного аналізу 
широко застосовується для діагности-
ки Ку-лихоманки [7, 9]. Метод ІФА до-
зволяє провести дослідження великої 
кількості тварин, але ні один сероло-
гічний тест не дає змоги виявити осо-
бин, які виділяють збудника C. burnetii 
в навколишнє середовище з фекаліями, 
молоком або вагінальними виділення-
ми [10]. Деякі тварини можуть бути 
серопозитивними без виділення збуд-
ника C.  burnetii в навколишнє середо-
вище або ж виділяють його, але зали-
шаються серонегативними [6]. 

Реакція тривалого зв’язування комп-
лементу (РТЗК) відбувається у два ета-
пи: змішування антигену, сироватки 
й комплементу та внесення гемолітич-
ної системи. Якщо дослідна сироватка 
містить антитіла до збудника Ку-ли хо-
манки, утворюється комплекс анти-
ген+антитіло, який адсорбує компле-
мент, і після додавання гемолітичної 
системи спостерігається затримка ге-
молізу. У разі відсутності специфічних 
антитіл у дослідній сироватці компле-
мент залучається в реакцію з гемолі-
тичною системою, в результаті чого 
виникає гемоліз еритроцитів [3].

Недоліком РТЗК є те, що на чутли-
вість реакції впливає безліч факторів: 
бактеріальне забруднення досліджених 
зразків, підвищення імуноглобулінів 
і ферментів (трипсину) в сироватці кро-
ві [14]. За повідомленням Howe та ін. 
(2009), серологічна діагностика Ку-лихо -
манки на ранній стадії інфекції може 
бути невдалою через термін серокон-
версії, що охоплює 3–4 тижні після ін-
фікування [12]. 

Метод РНІФ (Indirect � uorescent 
antibody (IFA) staining method) для діа-
гностики Ку-лихоманки у тварин не ви-

користовують, оскільки це незручно для 
відбору великої кількості зразків. Немає 
комерційних наборів для РНІФ, призна-
чених саме для ветеринарії. Метод засто-
совують для діагностики захворювання 
в людини на різних етапах розвитку хво-
роби, при вивченні імуноструктури на-
селення для визначення територій по-
ширення інфекції [1].

Порівняльний аналіз серологічних 
методів дослідження Ку-лихоманки 
в  рамках фінансованого проекту ЄС 
(MedVetNet: http://www.medvetnet.org) 
засвідчив, що методи РНІФ та ІФА од-
накові за чутливістю й мають міні-
мальну розбіжність порівняно з РТЗК.

Російські вчені дослідили вакцино-
ване поголів’я на Ку-лихоманку й на 
60-ту добу після вакцинації методом 
РТЗК виявили антитіла до C.  burnetii 
у  40 %  досліджених тварин, РНІФ – 
у 55 % , ІФА – у 80 %. Чутливість методу 
РТЗК була меншою порівняно з ІФА 
або РНІФ (Ruiz-Fons et al., 2010; Kit tel-
berger et al., 2009; Rousset et al., 2007). 
Rousset et al. (2007) повідомляє, що 
більшість результатів РТЗК були нега-
тивними або слабопозитивними в тва-
рин,  які абортували через Ку-лихо манку, 
та в тих, які виділяли збудника в на-
вколишнє середовище (Rousset et al., 
2007). Крім того, деякі антитіла не були 
виявлені за допомогою РТЗК через від-
мінності у здатності окремих підкласів 
імуноглобулінів G (IgG) активувати 
комплемент. У жуйних за допомогою 
методу РТЗК визначаються лише анти-
тіла IgG

1. Крім того, титри в РТЗК мо-
жуть знижуватися через присутність 
IgG2 і IgM антитіл, які можуть пригні-
чувати фіксацію IgG1 антитіл (Rousset 
et al., 2009). 

На цей час надзвичайно популярні 
методи ПЛР і ПЛР у режимі реального 
часу [10], які використовуються для мо-
ніторингу поширення C. burnetii в орга-
нізмі тварини й контролю курсу ліку-
вання [11], санітарно-гігієнічної пере -
вір ки харчових продуктів і водних 
джерел [14], виявлення носіїв C. burne tii 
і природних резервуарів, підтверджен-
ня захворювання [9, 10]. ПЛР є най-
більш поширеним і об’єктивним мето-
дом діагностики Ку-лихоманки [14].
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Метод ПЛР широко використову-
ється для детекції геномного матеріа-
лу патогенів in vitro в біологічному 
матеріалі та об’єктах довкілля. За чут-
ливістю й специфічністю він не по-
ступається культуральному, до того ж 
його постановка займає значно менше 
часу [1, 7, 11]. 

Для ПЛР і ПЛР у режимі реального 
часу використовують праймери, які 
розраховані з рекомендованих консер-
вативних ділянок геному С.  burnetii: 
ген IS 1111, що кодує транспортазу; ген 
пероксид-дисмутази (sodB) [7]; зо-
внішній мембранний білок com1, який 

кодує 27 kDa [5]; хітшоковий оперон, 
що кодує два хітшокових білки (htpA 
і htpB); ізоцитрат дегідрогенази (іcd); ма-
крофаг інфекційний, який потенціює 
білок (cbmip); фрагмент гена білка теп-
лового шоку dnaJ (N. Tokarevich, E. Mos-
 sienko, 2001) (рис. 1, 2.)

Метод ПЛР оптимально поєднує 
високу швидкість отримання результа-
ту аналізу, можливість діагностики не 
тільки гострого перебігу захворювання, 
але й латентного, характеризується ви-
сокою специфічністю та чутливістю [2]. 
Крім того, метод ПЛР у реальному часі 
кращий, ніж метод ПЛР з електрофо-

резним типом детекції. За його допомо-
гою можна оцінити кількість бактерій 
у  біологічному зразку (Duquesne et al., 
2008; Jones et al., 2009).

Метод ПЛР адаптований для широ-
кого кола зразків і набуває чимраз 
більшої поширеності в діагностичних 
лабораторіях (Berri et al., 2000; Nicollet 
and Valognes, 2007). Дехто з учених 
(Frazier et al., 1990; Willems et al., 1994; 
Muramatsu et al., 1996; Yuasa et al., 1996; 
Lorenz et al., 1998) рекомендує вико-
ристовувати ПЛР для виявлення C. bur-
netii в біологічних зразках. Метод ПЛР 
застосовують для виявлення ДНК C. bur-
netii у культурі клітин і клінічних зраз-
ках, у матеріалі від тварин і продукції 
тваринного походження (H.  Willems, 
D.  � iele, 1994; H.  Tissot-Dupont et al., 
1999; M.  Beaman, J.  Hung, 1989; T.  Row-
botham, 1999).

Японські вчені розробили прото-
кол для виявлення ДНК C.  burnetii 
методом LAMP, який є ізотермічною 
ампліфікацією з формуванням петель, 
створений з використанням праймерів 
для детекції послідовності гена IS1111 
та білка htpAB С.  burnetii, має 100 % 
чутливість і специфічність [13]. Метод 
LAMP дозволяє проводити ампліфіка-
цію без використання дорогого облад-
нання. Його принцип полягає в амплі-
фікації специфічного зв’язування двох 
внутрішніх і двох зовнішніх праймерів 
з цільовою послідовністю. LAMP-ана-
ліз є потенційним інструментом для 
підтвердження діагнозу на Ку-лихо-
ман ку в людини і тварин.

Переваги молекулярно-генетичних 
методів (ПЛР, ПЛР у режимі реального 
часу) – пряме виявлення наявності 
збудника Ку-лихоманки, високі специ-
фічність, чутливість, швидкість одер-
жання результатів, невибагливість до 
умов при транспортуванні зразків клі-
нічного матеріалу. Недоліком методу 
є  те, що він потребує дорогого облад-
нання, тест-систем, а також можли-
вість контамінації.

За 2011–2014 рр. методом ІФА було 
досліджено 1374 сироватки крові сіль-
ськогосподарських тварин (ДРХ – 645, 
ВРХ – 729). Результати серологічних 
досліджень засвідчили, що сироватки 

Рис. 1. Електрофореграма продуктів ампліфікації фрагмента гена Com1 Coxiella burnetii 
з використанням різних пар праймерів: М – маркер «100 bp DNA Ladder» (Fermentas); 

1, 2 – ПЛР-позитивний референс-контроль, Genekam Biotechnology AG, Німеччина; 
3 – негативний зразок. 

А – comtrg_f та comtrg_r – довжина ампліфікованого специфічного фрагмента – 775 п. н.; 
В – com1ts1 та com1ts2 – довжина ампліфікованного специфічного фрагмента – 355 п. н.; 

С – CoxF2 та CoxR4 – довжина ампліфікованного специфічного фрагмента – 689 п. н.

Рис. 2. Результат ПЛР у режимі реального часу на ампліфікаторі Аpplied Вiosystems 7500. 
Використовували тест-систему «Real-time PCR kit LSІ VetMAX Screening Pack – Ruminant 

Abortion». Як позитивний контроль було використано ПЛР референс-контроль ДНК C. burnetii 
№ D0010 виробництва Genekam Biotechnology AG, Німеччина
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крові, відібрані в сільськогосподар-
ських тва рин із господарств Сумської, 
Хар ківської, Донецької, Київської, Лу-
ган сь кої, Чернівецької, Херсонської, 
Дніпро петровської та Івано-Фран ків-
ської об лас   тей, не містять антитіл до 
C.  burnetii. В  Одеській області (Ар-
цизький, Татар бунарський, Кілій ський 
райони) із 83 проб сироваток крові 
сільськогосподарських і домашніх тва-
рин серопозитивними виявилися 18 % .

За 2011–2015 рр. методом РТЗК було 
досліджено 142  сироватки крові сіль-
ськогосподарських і домашніх тварин 
(коти – 9, собаки – 30, свині – 3, коні – 4, 
ДРХ – 85, ВРХ – 11). Результати сероло-
гічних досліджень засвідчили, що від-
соток серопозитивних проб у котів до-
рівнював 0,09 %, у собак – 2,1 %. Серо -
по зитивними виявилися результати до -
машніх тварин Одеської області. 

За 2011–2014  рр. фахівцями НДВ 
молекулярно-генетичних досліджень ме -
тодом ПЛР перевірено 1160  сироваток 
крові домашніх і сільськогосподарських 
тварин (ДРХ – 425, ВРХ – 716, собаки – 
14, коти – 3, коні – 2) із господарств 
Сумської, Харківської, Донецької, Київ-
ської, Луганської, Чернівецької, Херсон-
ської та Івано-Франківської областей. За 
результатами лабораторних досліджень 
з використанням тест-системи «Coxiella 
burnetii-ПЛР-Тест» для виявлення ДНК 
бактерій Coxiella burnetii збудника Ку-ли-
хоманки методом полімеразної ланцюго-
вої реакції (ПЛР) генетичного матеріалу 
бактерії C. burnetii не виявлено. 

ВИСНОВКИ
1.  Для серологічної діагностики Ку-

ли  хоманки рекомендовано використо-
вувати саме імуноферментний аналіз 
(ІФА), а не реакцію тривалого зв’язу-
вання комплементу (РТЗК), оскільки 
метод ІФА більш чутливий і специ-
фічний. 

2.  Для остаточного підтвердження 
діагнозу на Ку-лихоманку необхідно 
провести ідентифікацію збудника за 
допомогою ПЛР або культуральних 
методів.

3.  За результатами серологічних і мо -
лекулярно-генетичних досліджень серо-
позитивних зразків на Ку-лихо манку 

від різних видів тварин ДНК C. burnetii 
не виявлено. Для виявлення вогнищ Ку-
лихоманки на території України необ-
хідно проводити подальші еколого-
епідеміологічні дослідження.
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Лабораторная диагностика Ку-лихо рад-

ки: современное состояние и перспективы. 

Л.В. Марущак

В обзорной статье рассмотрены методы 

лабораторной диагностики, используемые для 

выявления возбудителя Ку-лихорадки и приме-

няемые в современной лабораторной практике 

и научных исследованиях. Проанализированы 

лабораторные методы исследования и выявле-

ны проблемы в области лабораторного диагно-

стирования риккетсиозов.

The laboratory diagnosis of Q-fever: cur-

rent state and prospects. L.V. Marushchak

In the review article that examined laboratory 

diagnostic methods used to detect the pathogen 

Q-fever, used in modern laboratory practice and 

research. Analysis of laboratory methods and any 

issues that stand in the field of laboratory diagnosis 

of Rickettsiosis. 


