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Предисловие

    Клещевой риккетсиоз (клещевой сыпной тиф) - одна из наиболее распространенных природноочаговых инфекций, передаваемых иксодовыми клещами. Очаги этой инфекции распространены преимущественно в Азиатской части России и сопредельных с ней к югу государств. Материалы официальной статистики свидетельствуют о многократном росте заболеваемости клещевым риккетсиозом в последние два десятилетия. Это дает основание констатировать необходимость систематического внимания и усилий в дальнейших разработках важнейших аспектов этой проблемы. 

    В работе предпринята попытка обобщения накопленных в последние десятилетия новых данных по различных направлениям изучения клещевого риккетсиоза с акцентом на полученные в последние годы принципиально новые данные по экологии его возбудителя- Rickettsia sibirica, существенно меняющие эпидемиологические подходы к этой инфекции. 

    Монография базируется на результатах двадцатилетнего изучения очагов клещевого риккетсиоза сотрудников Омского НИИ природноочаговых инфекций и материалах клиники Алтайского медицинского университета. Авторы являются выпускниками Омской государственной медицинской академии и представителями Сибирской школы риккетсиологов, известной работами преимущественно по клещевому риккетсиозу как региональной проблеме инфекционной патологии. 

    В последние годы в изучении этой проблемы возник целый ряд новых аспектов. На основе развития популяционного направления в изучении экологии возбудителя получен ряд новых данных о закономерностях существования очагов клещевого риккетсиоза, механизмах сохранения риккетсий в переносчиках, количественных и качественных характеристиках риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки, циркулирующих в России и Казахстане.

    Впервые выявлены выраженные отличия изолированных в эпидемически активных очагах клещевого риккетсиоза и на территориях с отсутствием заболеваемости этой инфекцией в Евразии риккетсий по вирулентности, антигенным характеристикам, уровню трансовариальной и трансфазовой передачи, а также их гетерогенность по перечисленным признакам в каждом из очагов. 

    Впервые в опытах интерцеломального заражения спонтанно инфицированных авирулентными риккетсиями клещей D.marginatus штаммом R.sibirica экспериментально доказана возможность интерференции между риккетсиями группы КПЛ в Евразии . Указанный феномен может оказывать существенное влияние на циркуляцию различных по антигенным и вирулентным свойствам риккетсий группы КПЛ и степень эпидемического проявления очагов КР.

В результате исследований разработаны новые методологические и методические подходы к изучению популяций риккетсий в природных очагах с различной эпидемической активностью.

Работа может быть полезной для широкого круга специалистов, работающих по различных аспектам природноочаговых инфекций.

Руководитель Центра МЗ России по риккетсиозам,

Директор справочного Центра ВОЗ по риккетсиозам

руководитель лаборатории экологии риккетсий

НИИЭМ им.Н.Ф.Гамалеи РАМН

        академик РАМН                               И.В.Тарасевич

Введение

Клещевой риккетсиоз - распространенная природноочаговая облигатно-трансмиссивная инфекция, эндемичная прежде всего для регионов Сибири и Дальнего Востока. За шестьдесят лет изучения этого заболевания накоплен большой опыт в области эпидемиологии, клиники, диагностики и лечения данной нозологической формы. Аналитические материалы по клещевому риккетсиозу представлены в трудах П.Ф.Здродовского и Е.М.Голиневич "Учение о риккетсиях и риккетсиозах" (М.,1972), И.В.Тарасевич с соавторами "Экологическая география риккетсиозов группы клещевой пятнистой лихорадки" (М.,1977). Единственной монографией, специально посвященной клещевому риккетсиозу, является работа М.М.Лысковцева "Клещевой риккетсиоз" (М.,1963). Монографическая литература, обобщающая достижения в изучении клещевого риккетсиоза в последние десятилетия, практически отсутствует, за исключением изданной на английском языке в Братиславе и являющейся библиографической редкостью книги Rehacek J., Tarasevich I.V. "Tick-borne rickettsiae and rickettsioses in Eurasia" (1988).

Одной из задач данной работы является попытка дать характеристику современных закономерностей распространения и эпидемического проявления очагов клещевого риккетсиоза, организации эпидемиологического надзора, диагностики и ряда других вопросов, недостаточно представленных в специальной литературе.

В последние годы существенно изменились представления о распространении, таксономии и экологии риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки (КПЛ). Отмечен значительный рост заболеваемости пятнистой лихорадкой Скалистых гор в Америке и марсельской лихорадкой в Европе, в некоторых случаях с более тяжелым клиническим течением. В различных регионах мира выявлен целый ряд новых риккетсий группы КПЛ, многие из которых могут обрести статус самостоятельного вида. На эндемичных по клещевому риккетсиозу и сопредельных с ними территориях юга Сибири и Северного Казахстана в последние годы нами выявлен и охарактеризован ряд риккетсий группы КПЛ, существенно отличающихся от возбудителя клещевого риккетсиоза - R.sibirica по антигенным характеристикам, трансовариальной передаче и вирулентности.

Актуальность проблемы клещевого риккетсиоза в последние десятилетия диктуется также резким ростом заболеваемости. Так, в Российской Федерации заболеваемость этой инфекцией в 1997г. в сравнении с 1979 годом возросла более чем в восемь раз и достигла наивысших показателей за весь период регистрации. Хозяйственное освоение эндемичных территорий привело к существенному изменению нозогеографии и эпидемического проявления очагов клещевого риккетсиоза. Причины и последствия антропического воздействия на очаги требуют специального анализа, поскольку литература в этом отношении представлена явно недостаточно.

Использование ряда современных методов исследования (генетических, культур клеток, техники моноклональных антител и др.) существенно изменило представление о риккетсиях группы КПЛ, к которым относится и возбудитель клещевого риккетсиоза.

В монографии представлена оригинальная концепция сопряженной эволюции иксодовых клещей и риккетсий, объясняющая эволюционные связи между риккетсиями группы КПЛ и генетическую однородность R.sibirica.

Пересмотрены подходы к типизации природных очагов клещевого риккетсиоза, на основе типа населения основного переносчика дана классификация очагов в пределах всего известного ареала R.sibirica.

Материалы, представленные в монографии, являются результатом многолетних собственных исследований в отношении клещевого риккетсиоза, выполненных авторами и сотрудниками руководимой ими лаборатории зоонозных инфекций Омского НИИ природноочаговых инфекций и клиники детских инфекций Алтайского медицинского университета, а также анализа современной отечественной и зарубежной литературы по проблеме риккетсиозов группы клещевой пятнистой лихорадки.

 Исследования по риккетсиозам в России и других странах СНГ в течение многих лет координирует Всесоюзный (ныне - Всероссийский) центр по риккетсиозам МЗ России в лице его председателя - академика РАМН, профессора Ирины Владимировны Тарасевич, которой мы искренне признательны за многолетнюю помощь и поддержку.

Считаем своим приятным долгом поблагодарить за постоянное участие и советы  доктора медицинских наук Матвея Семеновича Шаймана - одного из пионеров изучения клещевого риккетсиоза и основателя Омской школы риккетсиологов.

ИСТОРИЯ ИЗУЧЕНИЯ

В 1909г. H.T.Ricketts при изучении пятнистой лихорадки Скалистых гор обнаружил в крови больных и клещах-переносчиках возбудителя, оказавшегося первым известным представителем риккетсий. В честь H.T.Ricketts и S.Prowazek, погибших при изучении другого риккетсиоза - сыпного тифа, основоположник учения о риккетсиях и риккетсиозах H. da Rocha-Lima (1916) назвал возбудителя сыпнотифозной инфекции Rickettsia prowazekii. В дальнейшем термин "риккетсии" был распространен на большую группу своеобразных микроорганизмов, обладающих рядом общих свойств. Открытие в 1932г. J.Caminopetros возбудителя марсельской лихорадки, описанного в том же году E.Brumpt, явилось предпосылкой последующего выявления обширной групы клещевых пятнистых лихорадок. Из представителей этой группы наибольшее значение в патологии человека имеют пятнистая лихорадка Скалистых гор,  марсельская лихорадка и клещевой риккетсиоз (клещевой сыпной тиф), начало изучения которого в нашей стране приходится на середину тридцатых годов.

Впервые описанные случаи ранее неизвестного инфекционного заболевания, возникающего на эндемичных территориях Азиатской части России после присасывания клещей и протекающего с высокой температурой, первичным аффектом, розеолезно-петехиальной сыпью, изменениями со стороны центральной нервной системы, выявлены почти одновременно (1934-1935гг.) в Приморье - "клещевая лихорадка Приморья" (Милль Е.И.,1936), в Хабаровском крае - "дальневосточная сыпная клещевая лихорадка" (Антонов Н.И. и Найштат А.А.,1936), в Красноярском крае - "клещевая сыпная лихорадка" (Шматиков М.Д. и Велик М.А., 1939).

Планомерное экспедиционное изучение инфекции в 1937-1938гг. в Красноярском крае под руководством М.К.Кронтовской позволило выделить  указанное заболевание (клещевой сыпной тиф или клещевой риккетсиоз) в самостоятельную нозологическую форму. Установлена риккетсиозная этиология заболевания, переносчик - клещи Dermacentor nuttalli Ol., основные эпидемиологические закономерности (Кронтовская М.К., 1940; Кронтовская М.К., Шматиков М.Д., 1943; Петрова-Пионтковская С.П., 1943; Солитерман П.Л., 1944). Основные итоги трехлетнего изучения клещевого риккетсиоза обобщены в брошюре "Краткие сведения по клещевому сыпному тифу в Сибири" (Павловский Е.Н., Сергеев Н.В., Петрова-Пионтковская С.П., 1941). Успешные итоги работ экспедиции в Красноярском крае послужили основой к широкому изучению клещевого риккетсиоза и выявлению целого ряда его новых очагов , преимущественно в Азиатской части бывшего СССР.

В 1939г. экспедицией под руководством П.А.Петрищевой обнаружены очаги клещевого риккетсиоза в Приморье с выделением штаммов риккетсий от больных людей (Коршунова О.С., 1943) и нового вида переносчиков - клещей Haemaphysalis concinna (Жмаева З.М., 1948). В 1940г. экспедицией, возглавляемой М.К.Кронтовской, в Хабаровском крае выявлены новые очаги, в которых выделены штаммы риккетсий от больных, клещей H.concinna  и еще одного вида переносчиков - Dermacentor silvarum (Савицкая Е.П., 1943). Очаг клещевого риккетсиоза обнаружен в 1945г. в Алтайском крае С.М.Кулагиным, с выделением в последующие годы штаммов риккетсий от больных людей и новых видов клещей-переносчиков - D.marginatus и D.reticulatus (Кулагин С.М., Коршунова О.С., Алфеев Н.И., 1947; Кулагин С.М., Пионтковская С.П., Жмаева З.М., 1948; Кулагин С.М., 1953).

Практически одновременно природный очаг клещевого риккетсиоза выявлен в Киргизии (Кронтовская М.К., Савицкая Е.П., 1946), где, наряду с D.marginatus, установлена этиологическая роль еще одного вида переносчиков - клещей H.punctata (Квитницкая Г.В., 1947). В эти же годы установлено распространение клещевого риккетсиоза в Иркутской области (Космачевская В.В., 1949; Феоктистов Г.И., 1948), в Читинской области (Петряев Е.Д., 1946) и Бурятии (Петряев Е.Д., 1946) с выявлением риккетсионосительства у клещей D.nuttalli. Несколько позднее выявлены очаги с этим же видом клещей-переносчиков в Хакасии (Коршунова О.С., 1959) и Туве (Пионтковская С.П. и др., 1959).

В 1947-1949гг. установлено наличие очагов клещевого риккетсиоза в Кемеровской области с основным переносчиком - клещами D.silvarum (Плецитый Д.Ф., 1947; Мастеница М.М., 1949). В Новосибирской области первые случаи клещевого риккетсиоза выявлены в 1945г. Н.В.Платоновым (1949), в дальнейшем очаги были подвергнуты комплексному изучению, выделены штаммы риккетсий от иксодовых клещей D.silvarum, D.marginatus, D.reticulatus, I.persulcatus (Вощакина Н.В. и др., 1955; Шайман М.С., 1957, 1961). В Тюменской области очаги этой инфекции выявлены Н.В.Вощакиной (1958), Н.В.Вощакиной и М.С.Шайманом (1959).

Распространение клещевого риккетсиоза установлено в Казахстане (Бартошевич Е.Н.,1954; Архангельский Д.С.,1956) и в республиках Средней Азии (Жмаева З.М. и др., 1955; Карулин Б.Е., Пчелкина А.А., 1958;  Пчелкина А.А., 1971; Бердыев А., 1980 и др.). Существенно расширяют представления о географии клещевого риккетсиоза данные о выделении R.sibirica в Монголии (Байдин М.Н., 1943), Армении (Коцинян М.Е., 1956) и Китае (Lou D. et al., 1985; Wang J.G., Walker D.H.,1987 и др.).

Уже в первый период изучения выявлен обширный нозоареал клещевого риккетсиоза с наибольшим эпидемическим проявлением очагов на юге Сибири и Дальнего Востока. Биологические свойства штаммов, выделенных на различных территориях от больных людей и клещей, оказались практически тождественными (Коршунова О.С., 1943; Кулагин С.П. и др., 1947). В дальнейшем этот агент был идентифицирован Е.М.Голиневич (1949) как представитель риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки и выделен П.Ф.Здродовским и Е.М.Голиневич (1949) в самостоятельный вид  Dermacentroxenus sibericus (в последствии - Rickettsia sibirica).

Процесс выявления новых очагов клещевого риккетсиоза продолжается и в настоящее время (Шайман М.С., 1971; Рудаков Н.В. и др., 1990; Рудаков Н.В., 1994). Штаммы R.sibirica  выделены из клещей D.reticulatus в Тульской области, эпидемически очаг не проявлялся (Коршунова О.С, и др., 1966). На ряде территорий Европы и в Армении установлено распространение близкого к R.sibirica возбудителя - R.slovaca (Brezina R. et al., 1969; Schramek S., 1974; Tarasevich I.V. et al., 1976 a,б; Rehacek J. et al., 1977 и др.). Недавно установлено распространение этого возбудителя и в Крыму (Beati L. et al., 1992). Имеющиеся косвенные данные не исключают также  вероятности циркуляции R.slovaca и на территории России (Rehacek J., Tarasevich I.V., 1988). В 2001г. получены данные о генотипировании R.slovaca в иксодовых клещах рода Dermacentor на двух административных территориях Европейской части России - в Воронежской области и Ставропольском крае (Шпынов С.Н. и др.,2001).  До настоящего времени не ясен вопрос о западной границе распространения возбудителя клещевого риккетсиоза и восточной - R.slovaca. В последние годы в Европейской части России выделен и изучен этиологический агент Астраханской клещевой пятнистой лихорадки- риккетсия, близкая к R.conorii (Макарова В.А., Тарасевич И.В., 1989; Макарова В.А. и др., 1994 а,б; Raoult D., 1992; Eremeeva M., 1993 и др.).

Совокупность этих данных позволяет согласиться с мнением Ю.С.Балашова и А.Б.Дайтера (1973) о незавершенности изучения ареала R.sibirica  и первостепенной важности этой задачи. В связи  с уточнением таксономического положения риккетсий группы КПЛ уже в ближайшие годы возможно изменение представлений о географическом распространении R.sibirica  и близких к ней риккетсий этой группы в Евразии.

ЭТИОЛОГИЯ И ВОПРОСЫ ТАКСОНОМИИ РИККЕТСИЙ ГРУППЫ КЛЕЩЕВОЙ ПЯТНИСТОЙ ЛИХОРАДКИ

Термин "риккетсии", введенный H. da Rocha-Lima (1916), объединяет обширную группу грамотрицательных микроорганизмов, как правило тесно связанных в своей жизнедеятельности с членистоногими. Систематическое положение риккетсий до настоящего времени нельзя считать окончательно определенным. Появляющиеся квалификационные схемы отражают процесс накопления знаний по биологии,  генетике и экологии этих своеобразных микроорганизмов, имеющих ряд общих свойств:

а) риккетсии являются облигатными внутриклеточными паразитами;

б) в отличии от подавляющего большинства бактерий не  способны к росту на бесклеточных питательных средах;

в) их биология связана с паразитизмом у членистоногих (клещи, вши, блохи);

г) они имеют ряд особенностей в строении, размножении, биохимических, генетических и иммунобиологических характеристиках;

д) вызываемые риккетсиями заболевания характеризуются своеобразием клиники и эпидемиологии;

е) имеются специализированные методы изучения (риккетсиологические).

Учение о риккетсиях и риккетсиозах, благодаря работам многих отечественных и зарубежных исследователей, приведено в стройную систему. Важную роль в этом отношении имеют труды академика П.Ф.Здродовского и его школы.

Среди многообразных представителей микроорганизмов этой группы значительное место занимают риккетсии, апатогенные для человека и теплокровных животных, однако высокоадаптированные к членистоногим (Балашов Ю.С. и Дайтер А.Б., 1973). Риккетсии и риккетсиоподобные  микроорганизмы широко распространены среди различных представителей членистоногих, в том числе у вшей , блох , комаров , клопов (Здродовский П.Ф.,Голиневич Е.М., 1972), а также в большинстве видов иксодовых клещей (Балашов Ю.С., 1967). Уже в первые годы изучения риккетсий в иксодовых клещах были выявлены риккетсиоподобные микроорганизмы, что затрудняло изучение возбудителя лихорадки Скалистых гор R.rickettsii (Ricketts H., 1909; Wolbach S.,1919).

В литературе принято считать эту группу риккетсий симбионтами, находящимися в мутуалистических отношениях с хозяевами-членистоногими (Buchner P., 1953). Однако экспериментальные данные свидетельствуют об относительности этих представлений (Suitor E., 1964; Hecker H. et al., 1968). "Симбиотические" риккетсии из клещей объединены в роде Wolbachia (Philip P., 1963), их систематика разработана слабо. Вероятно, в этой группе искусственно соединены как облигатные симбионты клещей, так и  риккетсии, патогенность которых для позвоночных животных окончательно не установлена.

Высокая адаптация к организму членистоногих большинства видов риккетсий, в том числе патогенных для позвоночных животных, позволяет многим исследователям рассматривать их в качестве первичных хозяев риккетсий (Беклемишев В.Н., 1948; Штейнхауз Э., 1950; Krieg A., 1963; Philip P., 1963; Audy J.R., 1968 и др.). Предполагают, что первоначально риккетсии были облигатными паразитами или симбионтами клещей, а позвоночные животные получили их вторично от кровососущих клещей и насекомых (Philip P., 1961; Балашов Ю.С. и Дайтер А.Б., 1973; Marchette N., Stiller D., 1982 и др.). Вместе с тем, многие виды риккетсий патогенны для человека и животных, что определяет их медицинское и ветеринарное значение.

Патогенные риккетсии по существующей таксономии отнесены в царстве прокариотов к отделу Gracilicutes, классу Proteobacteria, порядку Rickettsiales, семейству Rickettsiaceae, трибе Rickettsiae, включающей роды Rickettsia (группа сыпного тифа, пятнистой лихорадки Скалистых гор и цуцугамуши), Rochalimeae  и Coxiella (Weiss E., Moulder J.W., 1984). Однако результаты современных генетических исследований свидетельствуют о необходимости существенного пересмотра таксономического положения большинства возбудителей - эндоцитобиотов эукариотических клеток (Рудаков Н.В.,2001).

Краткая характеристика рода Rickettsia (da Rocha-Lima, 1916)

 Риккетсии- мелкие плеоморфные микроорганизмы от кокковидных до палочковидных, иногда нитеобразные, однако чаще короткие палочки 0,3-0,6 х 0,8-2,0 мкм, у некоторых видов длиной до 4 мкм перед делением клеток. Жгутиков и капсул нет, но на электронных микрофотографиях клеток, подвергнутых минимальным лабораторным манипуляциям, обычно виден внешний слой аморфного материала. Грамотрицательные микроорганизмы, плохо окрашиваются обычными анилиновыми красителями. Удерживают основной фуксин при окрашивании по методу Gimenez D.F.(1964). Применяется также модификация окраски по П.Ф.Здродовскому, который в связи с наличием большого количества липоидов рекомендовал использование карболового фуксина. При этом риккетсии окрашиваются в ярко-розовый или рубиново-красный цвет, протоплазма клеток - в голубой, ядра - в синий.

Риккетсии имеют сходное с бактериями строение клетки: поверхностную структуру в виде белковой оболочки, протоплазму и ядерную субстанцию в виде хроматиновых зерен (нуклеоид). При электронной микроскопии различают двухслойную клеточную оболочку, напоминающую по химическому составу клеточную оболочку бактерий, а также диффузно расположенный в цитоплазме ядерный материал - нуклеоид, рибосомы, РНК, ДНК. Нуклеоид риккетсий не имеет, подобно бактериальным, оболочки и ядрышка. По данным С.А.Гулевской и Н,М.Балаевой (1970) ультратонкое строение риккетсий идентично строению большинства грамотрицательных бактерий. Снаружи расположен микрокапсулярный слой толщиной 10-15 нм, обладающий антигенными свойствами, далее выявляется трехслойная мембрана клеточной стенки шириной 8-12 нм; цитоплазма образуется рибосомоподобными гранулами, между которыми обнаруживаются нити ДНК.

О.С.Гудима (1969) при изучении поверхностных структур риккетсий с помощью электронной микроскопии установил наличие у них, как у многих бактерий, особого рода образований - волосовидных придатков или фимбрий. С наличием жгутикоподобных образований у R.sibirica, возможно, связана подвижность (И.Н.Кокорин и О.С.Гудима, 1968). У ряда видов риккетсий отмечают наличие вегетативных и покоящихся форм (Гудима О.С., 1976 и др.).

У риккетсий отмечается высокое содержание липоидов (до 50%) и низкое - углеводов. По высокому содержанию нуклеиновых кислот (до12%) и наличию в составе как ДНК, так и РНК, риккетсии представляют бактериоподобные организмы. Сходны по химическому составу и клеточные стенки риккетсий и бактерий. В них выявлены диаминопимелиновая и мурамовая кислоты, белки, липиды, полисахариды. Однако у риккетсий содержится и глюкуроновая кислота, которая в оболочках бактерий обычно отсутствует (Moulder J.W., 1962).

Соотношение ДНК и РНК составляет 1:6-1:8. РНК содержится в риккетсиях преимущественно в цитоплазме, а ДНК образует скопления, которые по существу и представляют нуклеоид.

О сложности химического состава риккетсий свидетельствует наличие в них витаминов (никотинамид, фолиевая кислота, биотин, рибофлавин, тиамин, пантотеновая кислота, витамины В6, В12). У риккетсий обнаружены энзимные системы, в частности трансаминазы, глютамат-оксидазная система, с помощью которых осуществляется в живой клетке хозяина автономный метаболизм этих микроорганизмов.

Риккетсии относятся к аэробам. Окисление осуществляется по циклу Кребса с образованием цитрата, углекислого газа и переаминированием глютаминовой кислоты в аспарагиновую, что свидетельствует об энергетической активности риккетсий.

Вместе с тем, облигатный характер внутриклеточного паразитизма риккетсий требует для их развития веществ и энзимов, содержащихся в клетках хозяина. С учетом особенностей метаболизма  J.W.Moulder (1974) считает, что риккетсии представляют собой (энтеро)бактерии, которые, приспособившись к внутриклеточному существованию, утратили в значительной степени способность  к внеклеточному существованию. Экологической микронишей представителей рода Rickettsia служит цитоплазма, для ряда из них - ядро эукариотической клетки, где они размножаются свободно, без окружения паразитофорной вакуолью (Weiss E., Moulder J.W., 1984). Не культивируются в отсутствии клеток хозяина. Размножаются в клетках позвоночных и членистоногих, в эпидермальных клетках, выстилающих желточный мешок развивающегося куриного эмбриона. Хороший рост получен in vitro в клетках куриного эмбриона и в некоторых стационарных линиях клеток млекопитающих. Образуют бляшки на фибробластах куриного эмбриона. Температурный оптимум роста от 32 до 35\SYMBOL 176 \f "Symbol" С.

Риккетсии являются медленно растущими микроорганизмами, размножаются поперечным бинарным делением, время их генерации составляет не менее 8-9 часов (Wisseman Ch.L., Waddel A.D., 1975). Рост подавляется п-аминобензойной кислотой, этот эффект снимается п-оксибензойной кислотой. Сульфамиды не влияют на рост. Следующие количества антибиотиков  (на один куриный эмбрион) оказывают влияние на размножение: хлорамфеникол - 0,08 мг, хлортетрациклин - 0,05 мг, окситетрациклин - 0,008 мг, эритромицин - 0,08 мг (Ormsbee R.A. et al., 1955).

Быстро инактивируются при 56\SYMBOL 176 \f "Symbol" и обычно нестабильны, когда отделены от компонентов клеток хозяина. Более стабильны в средах с белками снятого молока, альбумином плазмы, сахарозой, фосфатом калия, глутаматом (Bovarnick M. et al., 1950).

Риккетсии патогенны для человека (некоторые виды). Членистоногие играют важнейшую роль в жизненных циклах всех видов, часто в качестве главных резервуаров.

При изучении суммарных белков риккетсий методом электрофореза в полиакриламидном геле , в зависимости от разрешающей способности метода выявляется от 19 до 175 полипептидов, в том числе 6 из них являются основными с молекулярными массами в пределах 11х10 - 155х10 . Содержание Г + Ц в ДНК исследованных видов - 30-32,5 мол.%. Типовой вид -  Rickettsia prowazekii da Rocha-Lima, 1916.

При изучении штаммов риккетсий придерживаются общей схемы дифференциации, предложенной П.Ф.Здродовским и Е.М.Голиневич (1972), которая включает:

а) изучение морфологии;

б) характеристику размножения при культивировании в желточных мешках куриных эмбрионов;

в) воспроизведение экспериментальной инфекции в опытах на лабораторных животных;

г) иммунологическую характеристику в опытах перекрестного иммунитета;

д) серологический анализ антигенной структуры.

Однако в последние годы появился ряд новых подходов с использованием генетических методов, часть из которых описана в последующих разделах.

Дифференциация риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки (КПЛ) ранее базировалась преимущественно на учете их токсических свойств (Bell E.G. et Stonner H., 1960; Lackman D. et al., 1965), а также использовании иммунных мышиных сывороток для идентификации риккетсий (Pinkens E.G., 1965). Для группоспецифической идентификации риккетсий группы КПЛ можно использовать РСК с сыворотками крови биопробных морских свинок и цельнорастворимыми антигенами оригинальных штаммов и музейных штаммов известных видов.

Таблица 1

Дифференциация групп видов рода Rickettsia

Группа
группа сыпного 

тифа
группа пятнистой

лихорадки Скалистых гор
группа 

цуцугамуши

Виды

(не включены R.canada и R.parkeri)
1. R.prowazekii

2. R.typhi
3. R.rickettsii

4. R.sibirica

5. R.conorii

6. R.australis

7. R.akari
8.R.trutsugamushi

1.Внутриклеточная локализация

- цитоплазма

- ядро

2.Культивирование в куриных эмбрионах (оптим. t\SYMBOL 176 \f "AGForeignerULB" C)

max титр перед гибелью эмбр.

через 24-72 час. после гибели

3.Число дней для образования

бляшек на монослоях кур.эмбр.

4.Величина бляшек, мм

5.Восприимчивость морской

свинки*

6.Восприимчивость белой мыши

7.Специфический Аг в РСК

растворимый, экстраг. эфиром

групповой, удовлетворительно

групповой, неудовлетворит.

8.Корпускулярный антиген

видовой

типовой
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*/ Только лихорадка - R.prowazekii, лихорадка и отек мошонки - R.typhi, R.conorii, R.australis,  R.akari, лихорадка и некроз - R.rickettsii и R.sibirica. Цифры в скобках - номера видов.

В таблице 1 показаны дифференциальные признаки представителей трех основных групп видов  рода Rickettsia.

Можно использовать также МФА с мазками-отпечатками желточных мешков куриных эмбрионов, ИФА и РНГА с иммуноглобулиновым диагностикумом для выявления риккетсий группы КПЛ. Дальнейшая  идентификация проводится в перекрестной РСК с сыворотками мышей СВА и набором антигенов риккетсий, в РНИФ с моноклональными антителами к риккетсиям группы КПЛ, а также с помощью генетических методов (рестрикционный анализ ДНК, ДНК-зондирование, полимеразная цепная реакция с использованием праймеров области гена цитратсинтазы и белкового антигена 190 кДа и др.). Коротко остановимся на некоторых из этих подходов.

Внедрение методов очистки при центрифугировании в градиенте плотности, дающих возможность отделить риккетсии от компонентов клеток хозяина (Weiss E. et al.,1973), сделало возможным изучение белков риккетсий. Дифференциация риккетсий на основе протеиновых профилей, определяемых электрофорезом в полиакриламидном геле с додицилсульфатом натрия (SDS-page) позволило относить изучаемые штаммы к отдельным видам риккетсий группы КПЛ. Штаммы риккетсий одних и тех же видов оказались идентичными эталонным для видов штаммам (EisemannC.S., Osterman J.V., 1976; Pedersen C.E., Walters V.D., 1978). Вестер-блот с сыворотками крови от переболевших показал их способность реагировать с двумя риккетсиальными протеинами (позднее названными rOmpA и rOmpB) у риккетсий группы КПЛ и R.canadensis и только с протеином rOmpB у риккетсий группы сыпного тифа. Эти протеины наружных мембран риккетсий характеризовались различными молекулярными массами для каждого вида (Gilmore R.D., Hackstadt,1991).

Метод непрямого иммунофлюоресцентного серотипирования с мышиными сыворотками был разработан в 1978г. и являлся на протяжение более чем 10 лет эталонным методом для идентификации риккетсий группы КПЛ  (Philip R.N. et al., 1978). Наличие на риккетсиальных протеинах rOmpA и OmpB видовых, субвидовых и субгрупповых антигенных детерминант в РНИФ с моноклональными антителами впервые продемонстрировал R.L.Anacker (1987). В этих опытах с помощью МКА удалось дифференцировать большинство видов риккетсий, кроме R.akari и R.australis. Эти два вида риккетсий взаимодействовали только с МКА к липополисахаридному антигену, являющимся группоспецифическим. В дальнейшем W.Xu и D.Raoult (1998) изучили таксономические взаимоотношения среди риккетсий группы КПЛ при сравнительном анализе иммуногенных эпитопов, реагирующих с набором из 98 моноклональных антител. В работе были использованы МКА к R.africae, R.conorii, R.akari, R.sibirica, R.slovaca. Из исследованных видов только R.bellii не взаимодействовала с МКА к ЛПС и большинству наружных мембранных протеинов, что не позволяет отнести его к группе КПЛ.

Генетические методы находят все более широкое применение для изучения и идентификации риккетсий. Среди них наиболее часто и эффективно используют анализ полиморфизма длин рестрикционных фрагментов ДНК (ПДРФ), метод геномной дактиллоскопии (ДНК-зонды), анализ полиморфизма длин рестрикционных фрагментов  амплифицированной ДНК в полимеразной цепной реакции (ПДРФ аДНК ПЦР), пульсовый гелевый электрофорез, метод сравнения нуклеотидных последовательностей. 

Рестрикционный анализ требует для для своего осуществления большого количества ДНК, что на первых этапах генетического изучения риккетсий группы КПЛ требовало накопления биомасс риккетсий на чувствительных моделях (желточные мешки куриных эмбрионов, культуры клеток). Использование методов, основанных на полимеразной цепной реакции, является более рациональным. При этом уже не только не требуется длительное культивирование микроорганизмов, но часто эти варианты генетического анализа оказываются  и более чувствительными и специфичными.

В основе предложенного R.L.Regnery (1991) метода идентификации и дифференциации риккетсий был положен анализ генов, кодирующих цитратсинтазу (gltA) и протеин rOmpA (ompA), основанный на полиморфизме фрагментов ПЦР - рестрикции. Как известно, цитратсинтаза является компонентом почти всех живых клеток и ферментом главного цикла метаболизма - цикла лимонной кислоты, играющей ключевую роль в выработке энергии и в обеспечении важнейших биосинтетических метаболитов. При помощи ПЦР - амплификации было показано присутствие этого гена в хромосомах всех риккетсий. Определение ПЦР ПДРФ профилей, полученных после расщепления продуктов ПЦР с рестриктазой (эндонуклеазой) Alu 1, было использовано для изучения геномных различий риккетсий. Только пять генотипов имели свои характерные профили - R.akari, R.australis, R.japonica, R.massiliae и R.bellii. Все остальные виды изученных риккетсий группы КПЛ характеризовались идентичными  профилями.

Дендрограмма генотипического родства секвенсов риккетсиальной цитратсинтазы, полученная в результате анализа ПЦР ПДРФ и оценки процента замены нуклеотидных оснований, свидетельствует о промежуточном положении R.canadensis между кластером, включающим риккетсии сыпнотифозной группы (R.prowazekii, R.typhi) и другим кластером, включающим риккетсии группы КПЛ (Regnery R.L. et al., 1991). Показано также, что R.bellii, вероятно, связана с риккетсиями рода Rickettsia более отдаленно, чем Bartonella quintana. Установлена гетерогенность вида R.conorii. Используя праймеры, амплифицирующие 532 первых основания и ферментативное расщепление с помощью эндонуклеаз Pst 1 и Rsa 1, можно дифференцировать все изученные риккетсии группы КПЛ, за исключением R.africae и R.parkeri (Eremeeva M.E. et al., 1994b).

По результатам пульсового гельэлектрофореза средний размер генома большинства изученных представителей группы КПЛ находится между 1200 и 1300 тысяч нуклеотидов (т.н.). Размер генома R.massiliae и R.helvetica составляет 1400 т.н., R.bellii - 1600 т.н. Средний размер генома риккетсий группы сыпного тифа  (R.prowazekii, R.typhi) находится между 1100 и 1200 т.н.

В последнее время все более широкое применение для изучения риккетсий находит метод сравнения нуклеотидных последовательностей продуктов ПЦР - амплификации. Первоначально при изучении риккетсиального генома был секвенирован и использован для проведения филогенетического анализа рода Rickettsia ген 16S rRNA (Stochard D.R., Fuerst P.A., 1995; Roux V., Raoult D.,1995). Специфические последовательности были определены для каждого вида (серотипа), при этом установлено высокое сходство последовательностей - от 97,2 до 99,9 процентов.В бактериологии принятым критерием для отнесения различных штаммов к одному виду является 70 % уровень гомологии ДНК (Wayne L.G. et al., 1987). Применение этого критерия к риккетсиям группы КПЛ показывает его относительность. На основании этого критерия R.rickettsii, R.conorii, R.sibirica и R.montanensis должны быть отнесены к одному виду (Walker D.H.,1988,1989). Понятно, что сравнение последовательностей 16S rRNA c учетом высокой степени гомологии риккетсий является оптимальным подходом для филогенетического анализа. Для многих представителей рода Rickettsia были изучены и некоторые другие последовательности - ompA, ompB, glt A, ген, кодирующий 17 кДа, которые также используются для классификации и номернклатуры риккетсий.

Апатогенные риккетсии группы клещевой пятнистой лихорадки и концепция эндоцитобиоза прокариотов

Бактериальная инфекция на клеточном уровне представляет собой результат взаимодействия клеток двух типов - прокариотической (возбудителя) и эукариотической (клеток хозяина). Имеется большая группа отличающихся от классических бактерий по экологии и собственным характеристикам прокариотов - облигатных или факультативных паразитов эукариотических клеток.

Анализ современных данных по генетике этих микроорганизмов свидетельствует об общности их происхождения и позволяют установить их эволюционные связи (Olsen G.J. et al.,1994; Roux V. and Raolt D.,1999; Emelyanov V. and Sinitsyn B.,1999; Rydkina E. et al.,2000). Возможные связи между основными родами прокариотов- эндоцитобионтов суммированы на схеме 1. Между относящимися к группе облигатных внутриклеточных паразитов риккетсиями и хламидиями оказались такие разные с точки зрения общепринятых представлений рода как франциселлы, легионеллы, бруцеллы, эрлихии, бартонеллы, вольбахии и другие.

ФАЙЛ схема возможных связей между родами бактерий.doc.
Несмотря на существенные отличия собственных свойств этих возбудителей и эпизоотолого- эпидемиологических закономерностей вызываемых ими инфекций, они характеризуются рядом общих экологических и биологических характеристик. Среди них- облигатный или факультативный эндосимбиоз в эукариотических клетках, прежде всего в фагоцитах (незавершенный фагоцитоз), отсутствие четких критериев патогенности и классических бактериальных эндотоксинов, грамотрицательность, преобладание мелких кокко- бациллярных форм, небольшой размер генома, высокая степень зависимости от продуктов метаболизма клеток хозяина (не культивируются или плохо культивируются на питательных средах, требуют в составе сред наличия крови, ряда аминокислот и других факторов роста), широкое распространение среди различных эукариотических клеток (от простейших- до человека).

Между специфическими особенностями паразита и его экологическими характеристиками существует определенная связь, определенная длительной сопряженной коэволюцией сочленов их паразитарных систем. Отличия между прокариотами- симбионтами эукариотических клеток касаются преимущественно степени их паразитизма, экологических микрониш, специфичности взаимосвязей микроорганизмов с определенными типами хозяев.

Трем типам  организации паразитарных систем (замкнутой, полузамкнутой и открытой) соответствуют и три типа паразитизма- облигатный (большинство представителей экологической группы эндоцитобионтов - риккетсии, хламидии, коксиеллы, эрлихии), факультативный (более характерен для бартонелл, франциссел) и случайный (основная среда обитания- внешняя среда), характерный для легионелл. Однако несмотря на то, в какой части паразитарной системы находится основная часть популяции возбудителя- гостальной (например, в условиях двухчленной паразитарной системы “возбудитель- теплокровное”), векторной (в условиях трехчленных паразитарных систем многих облигатно- трансмиссивных инфекций) или внеорганизменной (при сапронозах) основной экологической особенностью прокариотов- эндосимбионтов остается их паразитирование в соответствующих эукариотических клетках, в том числе- в условиях внешней среды (в простейших). В ряду облигатные- факультативные- случайные паразиты меняется не столько их микроэкологическое (эндосимбиотическое) отношение к эукариотическим клеткам, сколько типы и обязательность определенных хозяев.

Биологическая роль бактерий- эндосимбионтов становится более определенной с учетом результатов генетических исследований, свидетельствующих об эволюционном родстве риккетсий и митохондрий эукариотов, наличии у них общего предка- внутриклеточного эндосимбионта (Olsen G.J. et al.,1994; Emelyanov V. and Sinitsin B.,1999; Емельянов В.В.,2000). Приобретение предшественником эукариотической клетки бактериального (риккетсиального) эндосимбионта, давшего начало митохондриям, сыграло определяющую роль в развитии эукариотического мира. Одновременно с этим эволюционировали и прокариоты- эндосимбионты.
Наиболее изучены эндоцитобионты- патогены человека и животных, многие из которых (риккетсии, эрлихии, бартонеллы) являются возбудителями природноочаговых инфекций, имеют широкий круг эукариотических клеток- мишеней, часть из которых является более или менее специфичными для отдельных родов и видов микроорганизмов. Все бактерии- эндоцитобионты являются внутрифагоцитарными паразитами, часто имеют тропность к определенным клеткам кроветворного ряда и системы эндотелия, вступают в специфический лигандно- рецепторный контакт с плазматическими мембранами эритроцитов, различных фагоцитов, эндотелиальных клеток сосудов микроциркуляторного русла.

Экологической нишей представителей рода Rickettsia служит цитоплазма, для ряда из них (риккетсии группы клещевой пятнистой лихорадки- КПЛ) и ядро эукариотической клетки. У них имеется транспортная система переноса АТФ- АДФ, известная только у митохондрий и другого внутриклеточного паразита- хламидий. Однако если хламидии не способны самостоятельно генерировать АТФ и являются облигатно энергозависимыми от клетки- хозяина паразитами, то у риккетсий имеются и собственные системы синтеза АТФ.

Клетками- мишенями для возбудителя гранулоцитарного эрлихиоза (HGE) являются гранулоциты, моноцитарного эрлихиоза- моноциты, бартонелл- эритроциты, коксиелл и хламидий- эпителиальные клетки, для легионелл, бруцелл, франциссел- макрофаги, моноциты, нетрофилы, для микоплазм и уреаплазм- мембраны различных эукариотических клеток.

Особый интерес представляет изучение механизмов, обеспечивающих незавершенный фагоцитоз и длительную персистенцию возбудителей- эндоцитобионтов. С реди них- способность разрушать фагосому до слияния с лизосомой (особенно выражена у риккетсий), препятствовать фагосомо- лизосомальному слиянию (размножение в эндосомах бруцелл, легионелл), подавление окислительного взрыва в макрофагах (многие эндосимбионты), устойчивость в фаголизосомах (коксиеллы). Для большинства эндоцитобионтов характерна антигенная мимикрия, наличие перекрестно- реагирующих антигенов с тканевыми детерминантами хозяина. У многих более низко организованных хозяев (беспозвоночных) бактерии- эндосимбионты наделяют их дополнительными полезными свойствами, способствуют увеличению биоразнообразия, влияют на процессы размножения, например у насекомых, нематод (Громов Б.В., 1978; Bourtzis K. and Braig H.B.,1999 и др.).

Менее всего изучены апатогенные для теплокровных эндосимбионты. Наиболее пристального внимания в этом плане заслуживают представители рода Rickettsia в связи с их эволюционным родством с митохондриями эукариотов. Ранее в составе рода традиционно выделяли две группы- клещевой пятнистой лихорадки и сыпного тифа. Генетические исследования позволили выделить пять групп (Roux V. and Raoult D.,1999) - R.rickettsii, R.massiliae, R.akari (соответствуют группе КПЛ по старой классификации), R.prowazekii и R.canadensis (группа сыпного тифа), их таксономические связи показаны на схеме 2.

Применение современных методов выделения и культивирования с использованием культур клеток позволило развить концепцию о непатогенных видах риккетсий и выделить ряд слабо- и апатогенных представителей антигенного комплекса клещевой пятнистой лихорадки (Tarasevich I.V. et al.,1976; Burgdorfer W.et al.,1981; Philip R.N., Casper E.A.,1981; Ormsbee R.A.,1985 и др.). Наибольшее число выявленных апатогенных риккетсий относится к группе R.massiliae. Во Франции, Португалии, Греции и в Центрально-Африканской республике из клещей рода Rhipicephalus изолированы штаммы риккетсий группы КПЛ, идентифицированные как новый вид - R.massiliae. В Португалии и Франции выделены штаммы R.rhipicephali, во Франции, Испании и Португалии - штаммы “Mtu-5” и “Bar 29” (Beati L., Raoult D.,1993; Babalis T. et al.,1994 и др.). До настоящего времени не установлена патогенность для человека ряда других риккетсий, достаточно широко распространенных в Новом Свете - R.rhipicephali, R.montanensis, R.parkeri.

                                                            Схема 2

Основные группы и виды микроорганизмов рода Rickettsia

A. R.rickettsii группа

1.R.conorii

2.R.rickettsii

3.R.sibirica

B. R.massiliae группа

4.R.massiliae

5.R.rhipicephali

6.R.montanensis

C. R.akari группа
7.R.akari

8.R.australis

D. R.prowazekii группа

9.R.prowazekii

10.R.typhi

E. R.canadensis группа

11.R.canadensis


В результате проведенных нами в последние годы исследований выявлены в иксодовых клещах и изучены с помощью клещевой экспериментальной модели, моноклональных антител и генетических методов ряд апатогенных риккетсий группы КПЛ, наиболее близкие к группе R.massiliae (Rudakov N.V.,1996; Rudakov N.V. et al.,1999; Rydkina E. et al.,1999). Они характеризуются высокой адаптацией к иксодовым клещам, близкой к 100% трансовариальной передачей, некультивируемостью на традиционных риккетсиологических моделях (особенно морских свинках и куриных эмбрионах), отличиями морфологических и антигенных свойств, слабой иммуногенностью. 

Существует мнение, что риккетсии группы сыпного тифа (R.prowazekii) в наибольшей степени сходны с митохондриями как в отношении экологической ниши, так и в отношении “стиля жизни” (Емельянов В.В.,2000). Однако нам представляется, что близких “родственников” митохондрий следует искать среди апатогенных риккетсий, к которым относятся выявленные риккетсии группы КПЛ. Эти риккетсии выявлены нами как на эндемичных по клещевому риккетсиозу ( этиологический агент- R.sibirica) территориях, так и за их пределами - в Казахстане, Европейской части России (Rudakov N.V. et al.,1999; Шпынов С.Н. и др.,2000). Их дальнейшее изучение позволит углубить представления о риккетсиях- симбионтах и их взаимоотношениях с различными эукариотическими клетками.
  Географическое распространение риккетсий группы КПЛ
По существующей таксономии 8 видов риккетсий группы КПЛ разделены на четыре подгруппы. R.sibirica и R.rickettsii отнесены к подгруппе А (Weiss E., Moulder J.W., 1984) и различаются преимущественно большей вирулентностью R.rickettsii  для человека и теплокровных животных. Шесть видов риккетсий группы КПЛ (R.rickettsii, R.conorii, R.sibirica, R.australis, R.japonica и R.akari) признаны классическими патогенами человека и имеют относительно изученные ареалы (D.Walker,1988,1989).

 В последние годы отмечается увеличение числа вновь выявленных представителей этой группы, многие из которых претендуют на статус самостоятельного вида, что в определенной степени связано с совершенствованием методов их идентификации, прежде всего с использованием техники моноклональных антител (Anacker R.L. et al., 1985-1987; McDade I.E. et al., 1988; Li H. et al., 1988; Uchida T. et al., 1989; Uchiyama T. et al., 1990 и др.) и комплекса генетических методов (Tringali G et al., 1978, Regnery R., 1989; Ralph D. et al., 1989,1990; Fuerst R. et al., 1990; Балаева Н.М., 1991; Yu X. et al., 1992; Roux V., Raoult D., 1992; Eremeeva M. et al., 1993 и др.). Применение современных методов выделения и культивирования с использованием культур клеток позволило развить концепцию о непатогенных видах риккетсий и выделить ряд слабо- и апатогенных представителей антигенного комплекса клещевой пятнистой лихорадки (Tarasevich I.V. et al., 1976; Burgdorfer W. et al., 1981; Ormsbee R.A., 1985; Philip R.N., Casper E.A., 1981; Weiss E., 1981 и др.).

Несмотря на большое число публикаций о новых риккетсиях группы КПЛ, данные об их распространении в достаточной степени не систематизированы и в дальнейшем, вероятно, будут уточняться.

 В Европе к настоящему времени установлена циркуляция как минимум четырех новых представителей этой группы - R.slovaca, R.helvetica, R.massiliae, возбудителя Астраханской клещевой пятнистой лихорадки. Наиболее изучена впервые выделенная в бывшей Чехословакии R.slovaca (Brezina R. et al., 1969; Schramek S., 1974; Urv\SYMBOL 246 \f "Times New Roman CE"lgyi J., Brezina R., 1976 и др.). В дальнейшем штаммы этого возбудителя выделены в Армении (Tarasevich I.V. et al., 1976; Rehacek J. et al., 1977), Австрии ( Sixe W. et al., 1973, Bazlikova M. et al., 1977). Германии (Rehacek J. et al., 1977; Liebich A. etal., 1978), Венгрии (Rehacek J. et al., 1979). Имеющиеся косвенные данные свидетельствуют также о вероятности циркуляции R.slovaca в Европейской части России, Болгарии, Бельгии (Rehacek J., Tarasevich I.V., 1988). Недавно установлено распространение штаммов этого возбудителя во Франции, Швейцарии и в Крыму (Beati L. et al., 1992). В последнее время R.slovaca рассматривается как потенциальный агент лимфоаденопатии (Lacos A., Raoult D.,1999).  Нами по результатам исследований с моноклональными антителами впервые установлено распространение близких по антигенной структуре к R.slovaca риккетсий в Азиатской части России (Рудаков Н.В. и др.,1996,1997; Rudakov N.V. et al.,1999).

 В Швейцарии из клещей I.ricinus выделена и идентифицирована R.helvetica. Этот вид риккетсий обнаружен также во Франции и в Швеции. Патогенность R.helvetica для человека и животных не установлена (Aеschlimann A. et al., 1979;  Burgdorfer W. et al., 1979; Peter O. et al., 1985; Beati L, Raoult D.,1993,1996 и др.).

 В странах Средиземноморского бассейна, на Ближнем и Дальнем Востоке основным агентом клещевых пятнистых лихорадок является R.conorii - этиологический агент марсельской лихорадки. Заболевания этой инфекцией регистрируют в Италии, Испании, Франции, Португалии, Греции, Турции, Румынии, Болгарии, Тунисе, Алжире, Марокко, Ливии, Египте (Olmer D., Olmer J.,1957; Tringali G. et al.,1987; Baccelar F. et al.,1995 и др.). Клещи рода Rhipicephalus являются вектором возбудителя израильской пятнистой лихорадки - “Israeli tick typhus rickettsia”(Goldwasser R.A. et al.,1974). Таксономическое положение этиологического агента израильской пятнистой лихорадки - предполагаемого нового вида R.sharoni или R.israeli  уточняется (Goldwasser R.A. et al., 1974; Gross E.M. et al., 1982; Sarov B. et al., 1987; Shaked J. et al., 1988; Roux V., Raoult D., 1992; Manor E. et al., 1992).

 В последние годы в Средиземноморском бассейне описано несколько новых риккетсиальных серо- и генотипов, патогенность которых окончательно не выяснена. Во Франции, Португалии, Греции и в Центрально-Африканской республике из клещей рода Rhipicephalus изолированы штаммы риккетсий группы КПЛ, идентифицированные как новый вид - R.massiliae.В Португалии и Франции выделены штаммы R.rhipicephali, во Франции, Испании и Португалии - штаммы “Mtu-5” и “Bar 29” (Beati L. et al.,1992a,b; Drancourt M. et al.,1992; Babalis T. et al.,1994). Наконец, в Европейской части России выделен и изучен этиологический агент  Астраханской клещевой пятнистой лихорадки (Макарова В.А., Тарасевич И.В., 1989; Drancourt M.et al., 1992; Raoult D., 1992; Eremeeva M. et al., 1993 и др.). Показано, что по крайней мере четыре риккетсиальных генотипа группы КПЛ (R.slovaca, R.conorii, R.sibirica и штамм “S” распространены в регионах Черного и Каспийского морей (Balayeva N.M. et al., 1993; Eremeeva M.E. et al., 1993a).
Существенно изменились представления о географическом распространении риккетсий группы КПЛ в Азии. Классическим представителем патогенных риккетсий в Старом Свете является R.sibirica - возбудитель клещевого сыпного тифа (Северной Азии) или клещевого риккетсиоза.Этот вид риккетсий группы КПЛ выделен из различных видов клещей, относящихся прежде всего к родам Dermacentor и Haemaphysalis.Область его географического распространения занимает Азиатскую часть бывшего СССР (заболеваемость регистрируют преимущественно в южных областях и краях Сибири и Дальнего Востока России, в Северном и Восточном Казахстане), Монголию (Байдин Н.М.,1943; Бямбаа Б. и др., 1979), Китай (Wang J.G., Walker D.H., 1987; Yu X. et al., 1993; Fan M.I. et al.,1999) и, вероятно, Пакистан (Robertson R.G. et al., 1970; Roberson R.G., Wisseman C.L.,1973).  В Китае наряду с R.sibirica установлена циркуляция отличающихся от нее видов риккетсий этой группы (Lou D. et al., 1985; Wang J.G., Walker D.H., 1987; Fan M.Y. et al., 1987, 1988; Yu X. et al., 1992, 1993 и др.).

 Проведен цикл работ по изучению нового вида риккетсий группы КПЛ - R.japonica в Японии (Uchida T. et al., 1985-1992; Uchiyama T., Uchida T., 1988; Yamamoto S. et al., 1988; Yu X. et al., 1989; Okada T. et al., 1990 и др.). Он является возбудителем японской клещевой лихорадки, распространенной преимущественно на южных островах. Векторами R.japonica признаны шесть видов клещей родов Dermacentor, Haemaphysalis и Ixodes. Cуществование очагов риккетсиозов группы КПЛ серологически установлено и в других странах Азии.

  Новые штаммы (виды) риккетсий выявлены в Пакистане и Таиланде (Robertson R.G. et al., 1970; Robertson R.G., Wisseman C.L., 1973 и др.). Возбудители так называемых Индийского клещевого тифа и Тайского клещевого тифа (штамм ТТ 118) включают в качестве отдельных агентов группы КПЛ в существующие классификации, однако их патогенность до настоящего времени окончательно не установлена. Изучение изолятов риккетсий из Пакистана с использованием вестерн-блоттинга показало, что они занимают промежуточное положение между R.sibirica и  R.slovaca и ближе к последней (Beati L., Raoult D., 1996).
Агентом Квинкслендского клещевого тифа в Австралии является R.australis, передаваемая человеку через присасывание клещей Ixodes holocyclus. Отличающийся от R.australis вид риккетсий группы КПЛ описан в Тасмании (острова Флиндерс). Эта непатогенная риккетсия получила название Rickettsia honei, ее переносчики изучены недостаточно (Steward R.S., 1991; Baird R.W. et al., 1992; Stenos J. et al., 1992). Географически риккетсии группы КПЛ распространены , вероятно, по всему восточному побережью Австралии (Sexton D.J. et al., 1991a,b).

Наиболее значимым риккетсиозным патогеном группы КПЛ в Новом Свете является Rickettsia rickettsii. Классическими переносчиками этого возбудителя являются клещи рода Dermacentor - D.andersoni (на западе), D.occidentalis, D. variabilis (на востоке США).Снижение вызываемых R.rickettsii случаев пятнистой лихорадки Скалистых гор на западе (в Скалистых горах) и возрастание в восточной и юго - восточных штатах тесно связано с экологией и деятельностью человека, прежде всего с возрастанием роли собак в качестве хозяина и собачьих клещей D.variabilis в качестве вектора в распространении этой инфекции (Burgdorfer W., 1975; Hattwick M.A. et al., 1976). Недавно установлено, что в США кошки (в том числе дикие) и специфический для них вид блох обеспечивают циркуляцию и сохранение нового вида риккетсий, вызывающего тифоподобное заболевание у людей (Azad A.F. et al., 1997). По антигенной структуре он оказался близок к группе сыпного тифа, однако дальнейшее изучение его молекулярно - генетических характеристик показало его наибольшую близость к R.akari и R.australis (Radulovic S. et al.,1995; Azad A.F. et al., 1997; Walker D. et al., 1999; Bouyer D.H. et al.,1999). В этой связи необходимо отметить регистрацию в предыдущие десятилетия в США и бывшем СССР вызываемых R.akari случаев заболевания людей везикулезным или осповидным риккетсиозом, экологически связанным преимущественно с гамазовыми клещами и их теплокровными хозяевами. До настоящего времени не установлена патогенность для человека ряда других риккетсий, достаточно широко распространенных в Новом Свете - R.rhipicephali, R.montanensis, R.parkeri, R.canadensis, R.belli (в настоящее время этот вид не относят к собственно риккетсиям) и нового агента, изолированного из клещей Amblyomma americanum и названного R.amblyommii (Pretzman C. et al., 1994). В Мексике в 40-х годах выявлены случаи клещевых пятнистых лихорадок, серологически верифицированных как R.rickettsii (Bustamante M.E. et al., 1946; Bustamante M.E., Varela G., 1947). В Бразилии выявление и идентификация местных случаев Бразильской пятнистой лихорадки относится к 1931г. Изоляция штаммов риккетсий группы КПЛ и их изучение современными методами не проводилось, что затрудняет их идентификацию. Особенностью этих очагов является очень высокая смертность у нелеченных антибиотиками больных, которая составляет по данным 90-х годов 66% (Sexton D.J. et al.,1993). В Бразилии вектором патогенных риккетсий группы КПЛ являются прежде всего клещи A.cajennense.
Единственным агентом клещевых пятнистых лихорадок в Африке до недавнего времени считали R.conorii. Изоляция риккетсий нового вида R.africae от больных в Зимбабве и от европейским туристов, вернувшихся из этой страны, показала, что на Африканском континенте существует не менее двух видов патогенных риккетсий группы КПЛ (Kelly P.J. et al.,1992,1994). Выделение риккетсий группы КПЛ из клещей Amblyomma variegatum в Эфиопии (Philip C.B. et al.,1966; Burgdorfer W. et al., 1973) и их идентификация как R.africae указывают на более широкий ареал этого возбудителя. Выделение риккетсий группы КПЛ из клещей в Египте, Цетрально- Африканской Республике (El Dessouky A. et al.,1991; Tissot Dupont H., 1994) и других Африканских странах свидетельствуют о недостаточной изученности распространения этих возбудителей на континенте.  

Несмотря на интенсификацию исследований по изучению риккетсий группы КПЛ, их таксономическое положение остается сложным вопросом ввиду выраженного сходства их геномов и отсутствием общепринятых критериев вида в группе. В связи с этим попытки их дифференциации по генетическим характеристикам приводят к различным классификациям (Ralph D. et al., 1989; Roux V., Raoult D., 1992 и др.), которые вряд ли могут быть признаны окончательными. Указанное определяется тем, что риккетсии группы КПЛ обладают низким уровнем межвидовой генетической дифференциации, отражающим недавно произошедшую дивергенцию (Fuerst P.A., Poetter K., 1991).
ХАРАКТЕРИСТИКА БИОЛОГИЧЕСКИХ И ГЕНЕТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ RICKETTSIA SIBIRICA.

Риккетсии группы КПЛ характеризуются значительной вариабельностью биологических свойств, что наиболее полно изучено в отношении R.rickettsii (Price W.H., 1953). R.sibirica в целом отличается значительно меньшей вирулентностью для человека и теплокровных животных (Rehacek J., Tarasevich I.V., 1988). В западной части Евроазиатского ареала иксодориккетсиозов группы КПЛ на территориях, где не регистрируется заболеваемость людей клещевым риккетсиозом, выделены и изучены штаммы близкого к R.sibirica возбудителя - R.slovaca, отличающиеся низкой вирулентностью по сравнению со штаммами из восточной (азиатской) части, т.е. R.sibirica (Tarasevich I.V. et al., 1976; Яблонская В.А., 1976; Макарова В.А., 1978).

На некоторые особенности биологических свойств приморских штаммов R.sibirica указывал ранее Г.П.Сомов (1969),  квалифицируя их как географическую разновидность (вариант) данного вида, возникшего, по-видимому, вследствие особых климато-географических условий Приморского края и биологического своеобразия местных переносчиков и резервуаров возбудителя.
 В последние годы в различных частях нозоареала  клещевого риккетсиоза установлены значительные различия вирулентных свойств циркулирующих штаммов (Рудаков Н.В. и др., 1988,1991; Решетникова Т.А., Макарова В.А., 1989 и др.). По аналогии с R.rickettsii  выделенные штаммы могут быть отнесены к S, T и U группам, вызывающим у морских свинок лихорадочные формы инфекции с наличием или отсутствием скротальной реакции и бессимптомные формы, проявляющиеся только серологическими сдвигами.

Экспериментально доказана зависимость вирулентности R.rickettsii  от состояния переносчиков: длительное голодание и перезимовка при низких температурах ведут к утрате вирулентных свойств, содержание клещей при 37\SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"С восстанавливает вирулентность (Parker R., Spenar R., 1926; Hayes S.F., Burgdorfer W., 1982). В последнее время были показаны молекулярно-биологические закономерности реактивации R.rickettsii , связанные с экспрессией факторов белковой вирулентности, включая стабилизирующие микрокапсулу факторы и другие компоненты наружной мембраны (Graumann C.C. et McDonald G.A., 1994). Аналогичный механизм реактивации риккетсий реализуется, надо полагать, и в естественных условиях. При этом, отличия климатических условий очаговых территорий Америки и Евразии на фоне длительной географической изоляции могли способствовать дифференциации риккетсий по вирулентности в различных частях их ареалов.

При характеристике штаммов  R.sibirica изучают их тинкториальные и морфологические свойства, патогенность для различных видов лабораторных животных (морские свинки, белые мыши, хомячки и др.) и характер экспериментальной реакции, степень и характер накопления при культивировании на желточных мешках развивающихся куриных эмбрионов и в культурах клеток (Vero, МК-2 и др.), антигенные и  иммуногенные свойства.
Таблица 2

Характеристика биологических свойств риккетсий по данным первичного  заражения морских свинок 10% суспензиями иксодовых клещей.
Административная

территория
Характер проявления инфекционного процесса






Частота инаппарантных форм в %
Частота скроталь-

ных феноменов в %
Средние геометрические титры антител

Красноярский край

Бурятия

Приморский край

Читинская область

Алтайский край
19

19

31

16

21
69

59

62

39

17
1:49

1:36

1:31

1:22

1:20

П.Ф.Здродовский и Е.М.Голиневич (1972) справедливо считают, что применение в качестве основной модели для выделения штаммов морских свинок не может обеспечить выделение слабовирулентных вариантов  R.sibirica, рекомендуя в качестве дополнительных моделей куриные эмбрионы и культуры клеток. Однако фактические данные об  распространении штаммов с различной вирулентностью в очагах клещевого риккетсиоза отсутствуют. Некоторое представление о частоте распространения слабовирулентных штаммов дает анализ частоты инаппарантных форм при первичном заражении морских свинок 10% суспензиями иксодовых клещей из различных очаговых территорий (табл. 2).

Наиболее выраженную клинико-патологоанатомическую картину и иммунологические сдвиги у морских свинок вызывали штаммы из Красноярского края. При исследовании методом биопроб 902 экземпляров клещей D.nuttalli, собранных в южных (наиболее эндемичных) районах края, инфицированными оказались 16 из 26 (61,5%) пулов исследованных иксодид.В подавляющем большинстве случаев у зараженных морских свинок отмечена одно-пятидневная лихорадка с температурой 39,7-40,5\SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"С (81,3%), скротальный феномен (68,8%), отечность, гиперемия и увеличение тестикул, переспленит, воспалительная отечность и гиперемия оболочек мозга и др. Заболевания у животных сопровождались выраженными иммунологическими сдвигами в РСК с антигеном  R.sibirica в титрах 1:160-1:320. Средняя геометрическая титров антител у них составляла 1:49. При первичном заражении морских свинок - самцов 10% суспензиями иксодовых клещей их Алтайского края клинические проявления инфекции были выражены слабее: одно-двухдневная лихорадка отмечена у 79,2% животных, в т.ч. в сочетании со скротальным феноменом только в 16,7%. В остальных случаях наблюдалась инаппарантная инфекция, проявлявшаяся сероконверсией в РСК в титрах 1:10-1:80. Средняя геометрическая титров  комплементсвязывающих антител составила 1:20.

Значительное распространение штаммов риккетсий группы КПЛ, отличающихся низкими иммуногенностью и вирулентностью для морских свинок наиболее характерно для периферийных участков нозоареала клещевого риккетсиоза, характеризующихся низкими показателями заболеваемости или полным отсутствием регистрации этой инфекции. Так, при исследовании 1131 экз. иксодовых клещей из Кемеровской области, где в результате антропической трансформации очагов заболеваемость в 80-е годы резко снизилась,   у зараженных клещами H.concinna морских свинок клинических проявлений инфекции не выявлено, несмотря на регистрацию серопозитивных сдвигов к антигену R.sibirica. Аналогичные результаты получены нами при исследовании клещей D.reticulatus и I.persulcatus из Омской и Новосибирской областей, Алтайского края. Низкой инфицированностью отличались клещи D.silvarum. Штамм "9/89-Сузун" из Новосибирской области вызвал у подопытных животных лихорадочное состояние только на фоне гидрокортизона (10 мг), введенного на десятый день после первичного заражения. Штамм "81/88-Алтай", выделенный из того же вида переносчиков в Алтайском крае, при первичном заражении и первом пассаже вызывал у морских свинок доброкачественное лихорадочное состояние с характерной для клещевого риккетсиоза патологоанатомической картиной и отсутствием сероконверсии в РСК. Комплементсвязывающие антитела в невысоких титрах (1:40-1:80) выявлены только на втором - третьем пассажах. Подчеркнем, что по результатам рестрикционного анализа ДНК отличий в генотипе этих штаммов не отмечено. При исследовании клещей D.marginatus и D.reticulatus из ранее неизвестного очага в Сладковском районе Тюменской области выявлен высоких процент положительных результатов в МФА - 21,5% и 5,2%  соответственно. Положительные результаты МФА получены также в 9,3% при исследовании клещей этих видов, собранных на территории соседнего Называевского района Омской области. При заражении этими материалами хомяков в двух случаях отмечена инаппарантная инфекция с сероконверсией в титрах 1:80 и 1:40. При пассажах на куриных эмбрионах в мазках-отпечатках желточных мешков отмечали скудное накопление преимущественно палочковидных и бациллярных форм возбудителя.

В последние годы нами выявлено широкое распространение риккетсий группы КПЛ, выявляемых в МФА, как на территории эпидемически активных очагов клещевого риккетсиоза, так и в районах с полным отсутствием заболеваемости населения этой инфекцией и отличия их антигенных характеристик с МКА (Рудаков Н.В. и др., 1996).

Полученные данные свидетельствуют об определенных региональных отличиях характера проявления инфекционного процесса при первичном заражении морских свинок суспензиями иксодовых клещей. При заражении клещами из Приморского края отмечается наибольшая частота инаппарантных форм инфекции при высокой частоте скротальных феноменов, из Алтайского края - низкая частота скротальных реакций, наиболее выраженная тяжесть экспериментального инфекционного процесса - при заражении морских свинок переносчиками из Красноярского края и Бурятии.

В результате многолетней работы по изоляции и изучению выделенных штаммов собрана репрезентативная коллекция штаммов  R.sibirica Омского НИИПИ, отличающихся по времени, источнику и месту выделения. 24 из них использованы для сравнительного изучения иммунологических и генетических свойств. Штаммы депонированы во Всероссийском музее риккетсий, их паспортные характеристики указаны в таблице 3.

Штаммы изолированы на морских свинках (преимущественно) и куриных эмбрионах и характеризуют вирулентную часть популяции (вирулентные штаммы) R.sibirica. Изучение их биологических свойств проведено в опытах титрования на этих же биомоделях. В результате анализа полученных данных были разработаны критерии оценки вирулентности штаммов R.sibirica для морских свинок, в качестве которых использованы длительность и величина лихорадочной реакции, наличие и частота скротальных феноменов, титры антител у биопробных животных. В результате изученные штаммы разделены на три группы - с высокой, умеренной и низкой вирулентностью для морских свинок. При этом отмечена значительная гетерогенность биологических свойств изученных штаммов, в том числе выделенных одновременно на одной и той же очаговой территории.

Наибольшей вирулентностью и иммуногенностью по результатам титрации культур на морских свинках и куриных эмбрионах отличались штаммы, выделенные в регионах с наиболее высокими показателями заболеваемости населения - из клещей D.nuttalli и D.marginatus в Алтайском,  D.nuttalli - в Красноярском краях. Эти штаммы вызывали накопление риккетсий на +++/++++  при культивировании на  куриных эмбрионах на 4-5 дни после заражения при разведении культуры 1:20 - 1:100. МИДЭ соответствовало разведению не менее 10-6, DL50- не менее 10-4. Титры комплементсвязывающих антител к гомологичному и эталонным ("Нецветаев", "К-1") штаммам составляли преимущественно 1:160 -  1:320 при разведении культуры до 10 -4.

Несмотря на значительную гетерогенность штаммов по иммунобиологическим свойствам, получены данные о выраженной генетической однородности R.sibirica в различных частях нозоареала (Балаева Н.М. и др., 1993а,б, 1994).

На первом этапе исследований проведено изучение штаммов R.sibirica методами анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов ДНК и геномной дактиллоскопии с ДНК-зондом на основе ДНК R.prowazekii. Применили эндонуклеазы,  оказавшиеся эффективными для штаммовой дифференциации риккетсий группы сыпного тифа (Pst I, Msр I) или обеспечивающих  различную степень расщепления ДНК (Hind III, Eco R I, Xba I, Bg II, - Pvu II) при ранее проведенных исследованиях (Artemiev M.J. et al., 1990). Рестриктазы Pvu II, Pst I, Hind III, Eco R I расщепляют ДНК R.sibirica на значительное количество фрагментов (более 30). С меньшим количеством фрагментов получены рестриктограммы для эндонуклеаз Msр I и Bg II (от 9 до 20 ). Величины рестрикционных фрагментов ДНК, четко различимые в высокомолекулярной зоне рестриктограмм, распределялись в определенном диапазоне, индивидуальном для каждой использованной эндонуклеазы.

При сопоставлении картин рестрикции ДНК штаммов R.sibirica не выявлено фрагментов, различающихся по электрофоретической подвижности. Несмотря на использование различающихся по воздействию на риккетсиозную ДНК рестриктаз, отличий исследованных штаммов по генотипу не выявлено.

ДНК штаммов R.sibirica была проанализирована также с использованием техники геномной дактиллоскопии. В этих исследованиях применен зонд PBH II, созданный на основе морфоспецифического Hind III-фрагмента ДНК R.prowazekii и позволяющий дифференцировать R.sibirica от различных видов риккетсий группы сыпного тифа (Рыдкина Е.Б., Демкин В.В., 1990). В результате гибридизации зонда PBH II с Hind III-рестрикцированной ДНК штаммов R.sibirica получены две совпадающие зоны гибридизации в местах, соответствующих фрагментам величиной около 3,0 и 1,3 тысяч пар нуклеотидов. Результаты гибридизации с зондом PBH II подтверждают результаты анализа полиморфизма длин фрагментов ДНК о выраженной гомологии штаммов R.sibirica.
                                                                                               Таблица 3

Паспортные данные использованных в работе штаммов R.sibirica.

Название штамма


Источник 

выделения
Место и год

выделения
Авторы штамма

1. К-1 (246)

2. Х-1

3. Красноярск 10/91

4.  Красноярск 15/91

5. Нецветаев (232)

6. Алтай 24/86

7. Баево 105/87

8.  Баево 107/87

9. Алтай 81/88

10. Горный 54/88

11. Горный 37/89

12. Глубокое 45/89

13.Краснощеково41/89

14. Завьялово 43/89

15. Сидро

16. Сузун 11/89

17. Иркутск 9/83

18. Бурятия 91/85

19. Ч-1

20. Ч-2

21. Ч-3

22. Приморье 6/83

23. Приморье 20/84

24. Приморье 32/84


Dermacentor nuttalli

Dermacentor nuttalli

Dermacentor nuttalli

Dermacentor nuttalli

кровь больного

Haemophysalis concinna

Dermacentor marginatus

Dermacentor marginatus

Dermacentor silvarum

Dermacentor nuttalli

Dermacentor nuttalli

Dermacentor marginatus

Dermacentor marginatus

Dermacentor marginatus

кровь больного

Dermacentor silvarum

Dermacentor nuttalli

Dermacentor nuttalli

Dermacentor nuttalli

Dermacentor nuttalli

Dermacentor nuttalli

Dermacentor silvarum

Haemophysalis concinna

Dermacentor silvarum
Красноярск.край,1949

Красноярск.край,1959

Красноярск.край,1991

Красноярск.край,1991

Алтайский край, 1946

Алтайский край, 1986

Алтайский край, 1987

Алтайский край, 1987

Алтайский край, 1988

Алтайский край, 1988

Алтайский край, 1989

Алтайский край, 1989

Алтайский край, 1989

Алтайский край, 1989

Новосибир.обл.,1954

Новосибир.обл.,1989

Иркутская обл., 1983

Бурятия, 1985

Читинская обл.,1983

Читинская обл.,1983

Читинская обл.,1986

Приморск.край, 1983

Приморск.край, 1984

Приморск.край, 1984


Голиневич Е.М.

Кекчеева Н.Г.

СамойленкоИ.Е

СамойленкоИ.Е

Кулагин С.М.,

КоршуноваО.М.

Рудаков Н.В.

Рудаков Н.В.

Рудаков Н.В.

Рудаков Н.В., 

СамойленкоИ.Е

Рудаков Н.В., 

Шпынов С.Н.

Шпынов С.Н.,

Рудаков Н.В.

Рудаков Н.В., 

СамойленкоИ.Е

Рудаков Н.В., 

СамойленкоИ.Е

Рудаков Н.В., 

СамойленкоИ.Е

Шайман М.С.

Рудаков Н.В.

РешетниковаТ.А

РешетниковаТ.А

Пчелкин А.А.

Пчелкин А.А.

Пчелкин А.А.

РешетниковаТ.А

РешетниковаТ.А

РешетниковаТ.А



На втором этапе анализ коллекции штаммов R.sibirica проведен на основе изучения полиморфизма длин рестрикционных фрагментов амплифицированной ДНК в полимеразной цепной реакции (ПДРФ аДНК ЦПР) с использованием праймеров области гена цитратсинтазы риккетсий и области специфического поверхностного белкового антигена 190 кDa риккетсий группы КПЛ в сравнении с R.conorii и R.slovaca (Балаева Н.М. и др., 1993, 1994). Данные представлены в таблице 5.

При генотипическом анализе с помощью пары праймеров RpCs.877p-RpCs.1258 гена цитратсинтазы R.prowazekii все изученные штаммы R.sibirica были идентичны между собой, а также с R.slovaca и R.conorii. По данным Regnery R. et al. (1991) эта часть риккетсиального генома является общей для риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки.

При анализе с помощью пары праймеров Rr190.70p-Rr190.602n гена поверхностного белкового антигена 190 кDa, дифферецирующих в этой части генома риккетсий группы КПЛ при рестрикции амплифицированного продукта энлонуклеазами Rsa I  или Pst I, получены следующие результаты. При рестрикции амплифицированной ДНК энлонуклеазой Rsa I, дифференцирующей R.sibirica от R.rickettsii,  R.slovaca, R.israeli, R.tai, Rrhipicephali, R.montana (Regnery R. et al.,1991), все изученные штаммы R.sibirica оказались идентичны между собой и R.slovaca и отличались от R.conorii. При рестрикции амплифицированной ДНК эндонуклеазой Pst I все изученные штаммы R.sibirica также были идентичны между собой и отличались как от R.conorii, так и от R.slovaca.

Проведенный на большом материале (24 штамма  R.sibirica) генотипический анализ с использованием ряда современных методик показал, что несмотря на различия штаммов в вирулентности, источниках выделения, времени выделения (40-е - 80-е годы), географических зонах, отличий в генетической характеристике штаммов не выявлено, что свидетельствует о высокой консервативности генома этого возбудителя.

                                                                                         Таблица 4

Вирулентные свойства штаммов R.sibirica для морских свинок.

Штаммы
Лихорадочная

реакция (\SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"С)


Скротальная

реакция
Обратные титры антител

в РСК


Оценка

вирулентности

К-1 (246)

Нецветаев

Х-1

 Баево 105/87

  Баево 107/87

 Алтай 81/88

 Горный 54/88

 Горный 37/89

Бурятия 91/85
4-8(39,7-40,7)

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -


++

++

++

++

++

++

++

++

++
160 (80-160)

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -


высокая

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -



Краснощеково41/89

Приморье 6/83

Иркутск 9/83

Горный 37/89

 Сидро

Ч-1

 Ч-2

 Ч-3
4-6 (39,7-40,2)

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -


++

++

++

++

++

+

+

+
40 (20-80)

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -


умеренная

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -



Алтай 81/88

Красноярск 15/91

 Приморье 20/84

 Красноярск 10/91

Глубокое 45/89

Завьялово 43/89
1-3 (39,6-40,0)

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -


+

+

++

+

+

+
20 (20-40)

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -


низкая

- " -

- " -

- " -

- " -

- " -



 Сузун 11/89

Приморье 32/84


- " -

- " -


++

++
80 (40-160)

- " -


требует уточнения

Примечания:

++ выраженная скротальная реакция

+    слабо выраженная  скротальная реакция

- " - аналогичные данные

                                                                                                        Таблица 5

Полиморфизм длин рестрикционных фрагментов ПЦР амплифицированной ДНК штаммов R.sibirica, R.slovaca, R.conorii с использованием праймеров риккетсиальных генов цитратсинтазы и белка 190 кDa R.rickettsii


Праймеры генов

 







цитратсинтазы




антигена 190 кDa



Риккетсии
Рестрикция








(виды, штаммы)
Alu I



Rsa I

Pst I



кол-во

фрагментов


молекул.

масса
кол-во

фрагментов
молекул.

масса
кол-во

фрагментов
молекул.

масса

1
2
3
4
5
6
7

1
2
3
4
5
6
7

R.sibirica

Сидро

 Сузун 11/89

Нецветаев

Алтай 24/86

Алтай 81/88

Горный 54/88

Баево 105/87

Баево 107/87

К-1

R.slovaca
штамм В

R.conorii

Moroccan


4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4
132, 96, 

90, 44

132, 96, 

90, 44

132, 96, 

90, 44

132, 96, 

90, 44

132, 96, 

90, 44

132, 96, 

90, 44

132, 96, 

90, 44

132, 96, 

90, 44

132, 96, 

90, 44

132, 96, 

90, 44

132, 96, 

90, 44
2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2


226, 114

226, 114

226, 114

226, 114

226, 114

226, 114

226, 114

226, 114

226, 114

220, 113

340, 232
3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3
226, 124, 85

226, 124, 85

226, 124, 85

226, 124, 85

226, 124, 85

226, 124, 85

226, 124, 85

226, 124, 85

226, 124, 85

226, 158,

129

250, 206,

85

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЗАБОЛЕВАЕМОСТИ.

Клещевой риккетсиоз зарегистрирован на 16 административных территориях Российской Федерации, являясь эндемичным прежде всего для регионов Сибири и Дальнего Востока. Эпидемическая активность природных очагов существенно отличается, что иллюстрирует карто-схема дифференциации территорий по уровню заболеваемости населения клещевым риккетсиозом (рис.1). По заболеваемости этой инфекцией Алтайский  и Красноярский края на протяжении ряда десятилетий имеют наиболее высокие показатели в стране. Из семи административных территорий Западной Сибири клещевой риккетсиоз не выявлен только в двух (Омской и Тюменской областях). В последние годы отмечается возникновение новых (или ранее неизвестных) эпидемически активных очагов этой инфекции на периферии нозоареала, а именно в Новосибирской, Тюменской и Курганской областях. В Восточной Сибири наиболее высокие показатели заболеваемости отмечены в Красноярском крае, отдельные случаи - на большинстве других территорий юга региона (Иркутская и Читинская области, Тува, Бурятия). Заболеваемость клещевым риккетсиозом постоянно отмечается и на Дальнем Востоке - в Хабаровском и Приморском краях, Амурской области. По данным официальной регистрации за 1990-1992гг. на Западную Сибирь приходится 59,6%, на Восточную Сибирь - 27,2%, на Дальний Восток - 12,8% всех заболевших в России. По данным 1994-1997гг. наиболее высокие показатели заболеваемости отмечены в Алтайском крае, Еврейской автономной области, республиках Алтай и Хакасия (более 30 на сто тысяч населения), в Красноярском крае, республике Тыва, Хабаровском и Приморском краях, Амурской области (около 10 на сто тысяч населения). При анализе по регионам в эти годы наиболее высокие показатели заболеваемости клещевым риккетсиозом отмечены в Дальневосточном регионе- 7,8 на сто тысяч населения (от 6,7 до 8,4 в отдельные годы), в Западной Сибири- 7,2 (от 6,5 до 7,7), в Восточной Сибири- 6,0 (от 5,9 до 6,1).

За более чем 60-летнюю историю изучения клещевого риккетсиоза неоднократно отмечались периоды с различной эпидемической активностью очагов, свидетельствующие о цикличности  этой инфекции. Однако, в отличие от предшествующих периодов, с 1979г. наблюдается резкий рост заболеваемости клещевым риккетсиозом (рис.2). За 1979-1997гг. в России выявлено 23891 случай этой инфекции с ростом показателей заболеваемости с 0,2 на 100 тысяч населения в 1979г. до  1,6 в 1997г., то есть в 8 раз.

Сопоставление структуры заболеваемости клещевым риккетсиозом за период с низким уровнем заболеваемости (60-е годы) и резкого рости (1990-1992) свидетельствует об ее изменении за счет увеличения доли заболеваемости в Западной Сибири ( с 24% до 59%) и на Дальнем Востоке 

рис.1

файл СНГ-color.doc. (цветная карта)

рис.2 файл книга1-рис.1xls (график заб-ти)

(с 7% до 14%). В последующие годы отмечено дальнейшее повышение роли Дальневосточного региона в заболеваемости при стабилизации уровня заболеваемости в Западной и Восточной Сибири (рис.3).

 С 1988г. ежегодно регистрируется более тысячи случаев клещевого риккетсиоза, что наблюдалось ранее только в 1945-1946гг. (послевоенное восстановление хозяйства) и в 1954-1955гг. (начало освоения целинных земель), а заболеваемость в 1990-1993гг. является наивысшей за весь период официальной регистрации этой инфекции. В 1994 и 1995г. впервые за всю историю зарегистрировано более 2 тысяч случаев клещевого риккетсиоза (2240 и 2348 соответственно).Одновременно отмечаются существенные изменения эпидемического проявления очагов в разных частях нозоареала.

В Западной Сибири динамика изменений эпидемической проявляемости очагов клещевого риккетсиоза существенно отличается. В Алтайском крае наибольшая заболеваемость этой инфекцией наблюдалась ранее в 1954г. (443 случая или 19,1 на 100 тысяч населения). Существенный рост числа случаев клещевого риккетсиоза отмечен с 1979 года, при этом с 1988г. ежегодно регистрируют более 500 заболеваний, а в 1992г. показатели на 100 тысяч населения превысили данные 1954г. в 2,5 раза. Заболеваемость в крае повысилась во всех ландшафтных зонах и, соответственно, ландшафтных типах очагов, в наибольшей степени - в горно-степной зоне (республика Алтай) и северной лесостепи.

В 80-е - 90-е годы отмечается значительный рост заболеваемости пятнистой лихорадкой Скалистых гор в Америке и марсельской лихорадкой в Европе, объясняемый преимущественно возрастающими процессами урбанизации (Burgdorfer W. et al., 1975; Hattwick M.A. et al., 1976; Scaffidi V., 1982; Mansueto S. et al., 1986 идр.). Приведенные нами материалы свидетельствуют также о резком росте заболеваемости клещевым риккетсиозом в России. С учетом этих данных можно сделать вывод о глобальном повышении заболеваемости риккетсиозами группы КПЛ в мире в 80-е - 90-е годы, причины которого требуют всестороннего изучения.

Основные эпидемиологические закономерности и региональные особенности этой облигатно-трансмиссивной инфекции в значительной степени определяются местной фауной переносчиков, прежде всего типом населения иксодид, их зараженностью риккетсиями, частотой контактов населения с переносчиками. Типы населения иксодид служат индикатором климата и ландшафта и одновременно, по-видимому, и условий существования возбудителя (Нецкий Г.И., 1973). Под типом населения переносчика понимают характерный для природной зоны (подзоны, ландшафта, очага) набор видов анализируемой систематической группы, их количественное соотношение, обилие и их вариабельность, характер совместного использования территории и хозяев. В типе населения переносчика интегрируется влияние ряда биотических, абиотических и антропических факторов, обусловливающих его существование в настоящее время и  характеризующих пути его становления (Богданов И.И., 1990).

Проведенные исследования свидетельствуют, что основным резервуаром и эпидемически значимыми переносчиками Rickettsia sibirica являются клещи родов Dermacentor (D.nuttalli, D.marginatus, D.silvarum, в меньшей степени D.reticulatus) и Haemaphysalis, прежде всего H.concinna (табл. 6).

При этом применительно к эндемичным территориям Сибири и Дальнего Востока число эпидемически значимых переносчиков в очагах колеблется от одного-двух (D.nuttalli - горные степи Алтая, лесостепи Минусинской и Канской котловин, Тувы, Пред- и Забайкалья; D.marginatus и в меньшей степени D.reticulatus - равнинные степные и лесостепные ландшафты Западно-Сибирской низменности, D.silvarum и H.concinna - лесостепи Салаира, Кузнецкой котловины, юга Дальнего Востока) до четырех видов (D.marginatus, H.concinna, D.silvarum, D.reticulatus - северная лесотепь Алтайского края, Северный Алтай).

Основным резервуаром и эпидемически значимыми переносчиками R.sibirica в Западной и Средней Сибири в современный период являются в порядке убывания значимости клещи D.nuttalli, D.marginatus, H.concinna, D.silvarum, D.reticulatus.

Заражение населения происходит преимущественно при посещении местообитаний этих иксодид в природных стациях в период сезонной активности половозрелых фаз (для клещей рода Dermacentor - преимущественно с апреля по июнь, реже - в августе-сентябре, для H.concinna - с мая по июль). 

Клещевые популяции иксодид рода Dermacentor (кроме D.silvarum) приурочены к открытым стациям степных и лесостепных ландшафтов, H.concinna и D.silvarum - преимущественно к кустарниковым стациям припойменных участков рек и распределены по территориям крайне неравномерно.

Характер помесячного распределения заболеваний по отдельным территориям определяется периодом сезонной активности соответствующих преносчиков. Так, для наиболее напряженных очагов клещевого риккетсиоза с переносчиком D.nuttalli в республике Алтай характерны как и для большинства дермаценторных очагов два пика заболеваний - весенний и осенний. На период с марта по июнь приходится 88,3% случаев с максимумом в апреле и мае (по 38,1%), на август-сентябрь - 5,3%. В Красноярском крае в связи с более поздней сезонной активностью клещей D.nuttalli максимум заболеваний приходится на май-июнь- 72,4% (Вощакина Н.В. и др., 1967). Аналогичные показатели сезонности отмечаются и на других очаговых территориях с ведущим переносчиком - клещами D.nuttalli - в Иркутской и Читинской областях, Туве, Бурятии (Мирончук Ю.В. и др., 1970; Решетникова Т.А., 1992 и др.).

Таблица 6

Инфицированность иксодовых клещей R.sibirica на различных административных территориях Сибири и Дальнего Востока.
Административная территория


Вид

иксодовых 

клещей
Число исследованных клещей
Индивидуальная инфицированность

(биопроба)

Западная Сибирь
Алтайский край

Новосибирская

область

Кемеровская

область

Омская область

Тюменская область


D.nuttalli

D.marginatus

H.concinna

D.silvarum

D.reticulatus

I.persulcatus

D.silvarum

D.marginatus

D.reticulatus

I.persulcatus

H.concinna

I.persulcatus

D.silvarum

D.reticulatus

D.marginatus

I.persulcatus

D.marginatus

I.persulcatus


1730

1037

563

479

1661

780

76

50

1601

2751

405

510

226

1437

695

522

44

16
0,97

1,15

0,72

0,26

0,06

0

2 штамма

0

0

0

0,26

0

0

0,07(сероконверсия)

0,15(сероконверсия)

0,21(сероконверсия)

2 (сероконверсия)

0



Восточная Сибирь
Красноярский

край

Читинская область

Бурятия


D.nuttalli

D.nuttalli

D.nuttalli


902

1278

455


2,75

0,52

0,35



Дальний Восток

Приморский край

Хабаровский край

Амурская область
H.concinna

D.silvarum

H.concinna

D.silvarum

H.concinna
350

984

392

450

200
0,66

0,20

0,65

0,50

1,39



Для очагов с переносчиками D.marginatus и D.silvarum характерна наибольшая заболеваемость в мае-июне с максимумом во второй половине мая. Так, в Новосибирской области 72% заболеваний приходится на май. В Кузбассе в период 1944-1964гг., когда ведущим перносчиком являлись клещи D.silvarum, 42,4% заболеваний отмечено в мае, 34,5% - в июне и 10,2% - сентябре-октябре. В связи с изменением состава переносчиков и возрастанием роли клещей H.concinna в Кемеровской области, наряду с резким снижением эпидемической активности очагов, отмечается и изменение сезонного распределения заболеваний, что проявляется в отсутствии осеннего подъема и более длительном эпидемиолическом сезоне (май - 19,4%, июнь - 34,5%. июль - 14,1%, август - 8,6% заболеваний).

Возрастная структура заболевших и их профессиональный состав зависит от характера хозяйственно-бытовой деятельности населения и удаленности мест заражения от населенных  пунктов. В степных и лесостепных районах, где природные очаги находятся в непосредственной близости от населенных пунктов, среди заболевших преобладают дети, на остальных территориях чаще заражаются взрослые (Мирончук Ю.В., 1967). Так, в районах Горного Алтая по данным 80-х годов дети в возрасте до 14 лет составляют 47,8%, в Кузбассе - 46,8%, в Красноярском крае - до 65%.

вставить  рис.3 файл рис.1xls лист2  (структура 60/90гг.)

ТИПИЗАЦИЯ ПРИРОДНЫХ ОЧАГОВ.

Накопленные к настоящему времени данные свидетельствуют о разнообразии типов природных очагов клещевого риккетсиоза. Типизация очагов по ландшафтному признаку посвящен ряд работ (Кулагин С.М., 1969; Сомов Г.П., 1969; Кереев Н.И., 1969; Ястребов В.К., 1971; Тарасевич И.В. и др., 1977 и др.). На основании анализа структуры ареала R.sibirica предложен также принцип типизации по количеству видов иксодид, доминирующих в них (Ястребов В.К., 1989). Как показали проведенные нами исследования, основными ландшафтными типами природных очагов клещевого риккетсиоза на юге Западной и Средней Сибири в настоящий период являются: равнинно-степной (переносчик- D.marginatus), предгорно-лесостепной с тремя географическими вариантами - Алтайский лесостепной (переносчики - D.marginatus, H.concinna, D.silvarum, D.reticulatus), Салаирско-Кузнецкий лесостепной (переносчики - D.silvarum и H.concinna), Красноярский лесостепной (переносчик - D.nuttalli), горно-степной (D.nuttalli).

В степной зоне ведущим переносчиком возбудителя клещевого риккетсиоза остаются клещи  D.marginatus, индивидуальная риккетсиофорность которых по данным биопроб составила 0,72% (табл. 7). По результатам РНГА с иммуноглобулиновым диагностикумом в этой зоне показана инфицированность также клещей D.reticulatus (0,22%). В лесостепи Алтайского края ранее была установлена инфицированность R.sibirica клещей D.marginatus, D.silvarum, H.concinna, D.reticulatus (Кулагин С.М. и др., 1947; Шайман М.С., 1966; Ястребов В.К. 1969). По результатам наших исследований инфицированность D.marginatus в целом по лесостепи и Северному Алтаю составляет 0,68%, H.concinna - 0,63%, D.silvarum - 0,29%, D.reticulatus - 0,08%. В подзоне южной лесостепи риккесиофорность клещей D.marginatus составляет 1,25% по данным биопроб, в РНГА выявлены положительные находки антигена также при исследовании клещей H.concinna (0,86%) и D.reticulatus (0,24%). В подзоне лесостепи по данным биопроб инфицированность H.concinna составляет 4,0%, D.marginatus - 0,79%, D.reticulatus - 0,58%. В районах Северного Алтая установлена инфицированность четырех видов иксодовых клещей: D.marginatus, H.concinna, D.silvarum (по данным биопроб 1,29%; 0,66% и 0,45% соответственно), D.reticulatus (по данным РНГА 0,32%). В горно-степных очагах основными переносчиками возбудителя клещевого риккетсиоза остаются клещи D.nuttalli, их риккетсиофорность по данным биопроб соответствует 0,97%. При этом инфицированность в зоне Юго-Восточного Алтая превышает 4,6%, в Центральном Алтае составляет 1,06%, в Западном Алтае - 0,68%. В зоне Юго-Восточного Алтая (Усть-Улаганский район республики Алтай) впервые установлена инфицированность R.sibirica клещей D.silvarum (7,9% по данным иммуноферментного анализа).

Таблица 7

Результаты изучения инфицированности R.sibirica

 иксодовых клещейв Алтайском крае и Кемеровской области.



Исследования






Ландшафтная зона,

подзона
Вид иксодовых

клещей
биопроба

РНГА




кол-во

экз.
индивид.

инфициро-

ванность

(%)
кол-во

экз.
индивид.

инфициро-

ванность

(%)

Степь Алтайского

края

Лесостепь Алтайского края и Северный Алтай

Центральный Алтай

Западный Алтай

Юго-Восточный

Алтай
D.marginatus

D.reticulatus

I.persulcatus

D.nuttalli

H.concinna

D.silvarum

D.reticulatus

I.persulcatus

D.nuttalli

D.nuttalli

D.marginatus

D.silvarum

I.persulcatus

D.nuttalli
338

121

-

376

563

375

1305

280

850

730

60

104

500

150
0,72

0

-

0,68

0,63

0,29

0,08

0

1,06

0,68

0

0

0

4,6
1365

477

219

150

249

107

818

40

558

-

-

-

-

457
0,80

0,22

0

2,20

0,46

0

0,26

0

0,90

-

-

-

-

0,80

Всего по Алтайскому

краю

5752
0,48


4440


0,51

Горная тайга Кузбасса

Подтаежная зона 

Кузбасса

Предгорная лесостепь Кузбасса


I.persulcatus

I.persulcatus

H.concinna

D.silvarum

I.persulcatus
-

460

298

226

50
-

0

0,37

0

0
1000

949

72

60

744
0

0

0

0

0

Всего по Кемеровской

области



1034
0,10
2875
0

Примечание: " - " -  не исследовано, " 0 " -  отрицательные результаты.

В предгорной лесостепи Салаира (Кузбасс) инфицированность основного переносчика - клещей H.concinna по данным биопроб составила 0,37%. В этой же ландшафтной зоне в Новосибирской области выделено два штамма R.sibirica из клещей D.silvarum. Риккетсиофорность клещей D.nuttalli в лесостепной зоне Красноярского края по данным биопроб составила 2,75%.

Как показал В.В.Кучерук (1972), тип очага - это совокупность природных очагов, распространенных в сходных ландшафтах с аналогичными паразитарными системами из близких в систематическом отношении основных переносчиков, а вид - совокупность очагов, относящихся к одному типу, но отличающихся между собой видами основных перносчиков. Поскольку кроме основного переносчика в очагах имеются дополнительные, а ряд типов (видов) очагов имеет несколько основных переносчиков, типы (виды) очагов можно выделять по типам их населения. Такой типологический подход классификации применим в пределах всего ареала соответствующего возбудителя (Богданов И.И., Бусыгин Ф.Ф., 1991). Мы предлагаем именовать тип очага клещевого риккетсиоза по принадлежности основных переносчиков к определенному роду (родам) иксодид, а вид очага - по принадлежности к тому или иному виду (видам). Такой типологический принцип классификации применим в пределах всего ареала возбудителя клещевого риккетсиоза.

Анализ данных по распространеню очагов клещевого риккетсиоза и ареала основных видов клещей-переносчиков позволил выделить шесть основных типов природных очагов; дермаценторные степные и лесостепные, гемафизалисные лесостепные, гиаломмные полупустынные и пустынные, дермаценторно-гемафизадисные, дермаценторно-рипицефалисные полупустынные, гиаломно-рипицефалисные пустынные и долинные    (таблица 8).

I тип - дермаценторные степные и лесостепные очаги - имеют наибольшее эпидемическое значение и широкое распространение. Особенности биологической активности переносчиков определяют два сезонных поъема заболеваний - весенний и осенний. В связи с  широким размахом колебаний численности клещей рода Dermacentor эпидемическая активность очагов может существенно меняться по годам и регионам. Соответственно видам основных переносчиков этот тип подразделяется на три основных вида - нутталливые горностепные и лесостепные, маргинатусные степные, сильварумные лесостепные.

Нутталливые горностепные и лесостепные очаги характеризуются высокой эпидемической активностью (показатели заболеваемости в ряде районов превышают 50-200 на сто тысяч населения) и стойкостью, распространены в Алтайском (Горный Алтай) и Красноярском (лесостепные котловины) краях, Туве, Пред- и Забайкалье, Северной Монголии и Китае.

Маргинатусные степные очаги распространены преимущественно на юге Западной Сибири и севере Казахстана, отмечены на отдельных территориях Европы. В восточной (азиатской) части ареала очаги эпидемически активны, в западной (европейской) - эпидемически не проявляются, на отдельных территориях из D.marginatus выделяют так называемую R.slovaca (возможный серовар  R.sibirica). Маргинатусные очаги в наибольшей степени изменены антропическим воздействием, поскольку степные ландшафты наиболее освоены различными видами сельскохозяйственной деятельности.

Таблица 8

Основные типы и виды природных очагов клещевого риккетсиоза
Тип очага
Вид очага
Переносчики

(основные подчеркнуты)
Распространение
Уровень эпидемического проявления

IДермаценторный степной и лесостепной
Нутталливый горностепной и лесостепной

Маргинатусный степной

Сильварумный лесостепной

Нивеусный степной и полупустынный
D.nuttalli

D.silvarum

H.concinna

D.marginatus

D.reticulatus

D.silvarum

H.concinna

D.reticulatus

I.persulcatus

D.niveus

Hyalomma sp.
Высокогорные степи Алтая и Тувы, степи и лесостепи Коасноярского края, Забайкалья, Монголии, Китая

Степи юга Западной Сибири, севера Казахстана, отдельные участки степей Европы
Юг Дальнего Востока, отдельные территории Западной и Восточной Сибири
Туркмения, возможно распространены более широко
Стабильно высокий

В Западной Сибири и Северном Казахстане нестабильный, временами высокий, в Европе заболеваемость не регистрируется

На Дальнем Востоке стабильно высокий, в Сибири низкий и непостоянный

Заболеваемость не регистрируется

IIГемафизалисный лесостепной
Концинно-япониковый
H.concinna

H.japonica douglas
D.silvarum

I.persulcatus
Юг Приморского края, возможно Корея, Манчжурия
Стабильно невысокий

IIIДермаценторно-гемафизалисный лесостепной
Концинно-сильварумный

Маргинатусно-концинно-сильварумно-ритикулятусный предгорно-лесостепной

Маргинатусно-пунктатный предгорно- и низкогорно-степной
H.concinna

D.silvarum

H.japonica

I.persulcatus

D.reticulatus

D.silvarum

D.marginatus

D.reticulatus
I.persulcatus

D.marginatus

H.punctata
Rhipicephalus sp.
Приморский и Хабаровский край, юг Амурской области, предгорья Алтая, Салаира, Кузнецкого Алатау

Лесостепные предгорья северного и северо-восточного Алтая и юго-западного Салаира
Предгорные и низкогорные районы юга Казахстана и севера Кыргызстана
На Дальнем Востоке стабильно высокий, в Западной Сибири стабильно низкий

Стабильно высокий

Стабильно низкий, на ряде территорий заболеваемость не регистрируется

IV Гиаломмный полупустынный и пустынный
(Виды пока не выделены)
Hyalomma sp.


Казахстан, Туркмения, Таджикистан, Азербайджан
Крайне низкий



V Гиаломмно-рипицефалисный полупустынный и долинный
(Виды пока не выделены)


Hyalomma sp.

Rhipicephalus sp.


Казахстан, Туркмения
Заболеваемость

 не регистрируется

VIДермаценторно-рипицефалисный полупустынный
Маргинатусно-сангвинеусный

Нивеусно-тураниковый
D.marginatus

R.sanguineus

D.niveus

R.turanicus
Армения
Туркмения
Заболеваемость

 не регистрируется

Сильварумные лесостепные очаги менее эпидемически активны, чем нутталливые и маргинатусные, расположены в восточной части ареала R.sibirica (юг Дальнего Востока, отдельные территории юга Западной и Восточной Сибири). В чистом виде сильварумные очаги в настоящее время встречаются редко. В Кузбассе, например, в 50-е годы этот вид очагов был распространен значительно шире, чем теперь.

Проведенный анализ свидетельствует также о вероятности существования еще одного вида очагов I типа - нивеусных степных и полупустынных (учитывая значительную близость D.marginatus и D.niveus), однако фактические данные об инфицированности риккетсиями группы КПЛ клещей D.niveus (D.daghestanicus) крайне ограничены (Бердыев А.А., 1980). Имеются данные о выявлении «R.sibirica» в клещах D.reticulatus, однако их зараженность установлена на территориях, где ведущее значение имеют другие переносчики, прежде всего D.marginatus. Лишь в Тульской области установлена инфицированность только D.reticulatus, эпидемический очаг не проявлялся (Коршунова О.С. и др., 1966), штаммы возбудителя генетически не верифицированы.

II тип - гемафизалисные лесостепные очаги имеют распространение в виде отдельных "пятен" по периферии очагов I типа, не образуя сплошного ареала. Чисто  гемафизалисные очаги встречаются только на юге Приморского края (H.concinna-H.japonica douglasi) - (Сомов Г.П., 1969). Очаги гемафизалисного типа характеризуются невысокой эпидемической активностью.

III тип- дермаценторно-гемафизаличные лесостепные очаги представлены тремя видами. Первый вид - концинно-сильварумные очаги распространены в лесокустарниковых и лесостепных ландшафтных комплексах на Дальнем Востоке (Сомов Г.П., 1969), отдельных территориях юга Западной Сибири (Кузбасс, предгорья Салаира). В связи с различной сезонной активностью переносчиков очаги отличаются большим, по сравнению с дермаценторными, периодом эпидемической активности. На Дальнем Востоке уровень эпидемического проявления очагов стабильно высокий, в Западной Сибири - стабильно низкий.

Уникальным видом очагов III типа являются очаги лесостепных предгорий северного и северо-восточного Алтая и юго-западного Салаира  с четырьмя переносчиками, отличающимися высокой эпидемической активностью и стойкостью, длительным периодом сезонной активности переносчиков, существенной ролью как источника инфекции клещей H.concinna, большим в сравнении с другими видами очагов вовлечением в эпизоотический процесс клещей D.reticulatus.

Третий вид - маргинатусно-пунктатные предгорно- и низкогорно-степные очаги выявлены в Киргизии и на юге Казахстана (Квитницкая Г.В., 1950; Кронтовская М.К., Савицкая Е.П., 1946; Архангельский Д.С., 1956 и др.). Уровень эпидемического проявления очагов стабильныно низкий, на ряде территорий заболеваемость не регистрируется.

IV тип - гиаломмные полупустынные и пустынные очаги представлены в различных соотношениях видов этого рода (H.asiaticum, H.detritum, H.anatolicum, H.dromedarii, H.marginatum), в связи с чем выделить отдельные виды очагов затруднительно. Гиаломмные очаги распространены в полупустынных, пустынных и низкогорных ландшафтах Казахстана (Прибалхашье), Туркмении (Прикопетдагские районы), Таджикистана, Азербайджана (Тарасевич И.В. и др., 1977; Бердыев А.А., 1980 и др.). Эпидемическая активность очагов крайне низкая.

V тип - гиаломмно-рипицефалисные пустынные и долинные очаги встречаются в южном Казахстане (H.anatolicum-R.schulzei-R.pumilio) и в Туркмении (H.asiaticum-H.anatolicum- H.detritum- H.dromedarii- H.marginatum- R.turanicus), VI тип -дермаценторно-рипицефалисные полупустынные очаги выявлены в Армении (D.marginatus-R.sanguineus) и в Туркмении (D.niveus- R.turanicus) - (Коцинян М.Е., 1959; Пчелкина А.А. и др., 1968 и др.). Очаги V и VI типов существенного эпидемиологического значения не имеют.

Имеются данные об инфицированности R.sibirica клещей рода Ixodes, в частности I.persulcatus, в Новосибирской области и Алтайском крае (Шайман М.С., 1961; 1966). Эпидемиологическая роль этих клещей в отношении клещевого риккетсиоза не установлена, а их зараженность выявлена на территориях, где основными переносчиками являются клещи рода Dermacentor (Горный Алтай - D.nuttalli, предгорья Салаира - D.silvarum). Вовлечение I.persulcatus циркуляцию этого возбудителя не носит закономерного характера, поэтому мы не выделяем отдельный тип иксодесных очагов. В последние годы появились данные о выделении в Швейцарии из клещей Ixodes ricinus близкого к R.sibirica возбудителя - R.helvetica (Aeschlimann A. et al., 1979; Burgdorfer W. et al., 1979; Peter O. et al., 1985).

Проведенная типизация очагов клещевого риккетсиоза в пределах всего известного в настоящее время ареала R.sibirica углубляет представления о пространнственной и функциональной структуре очагов и может быть использована для разработки эпидемиологических прогнозов и дифференцированных предупредительных мероприятий в очагах. Вместе с тем полученные нами данные об выявлении в пределах нозоареала клещевого риккетсиоза штаммов риккетсий группы КПЛ, существенно отличающихся от R.sibirica, требует ревизии представлений об ареалах этих возбудителей в Евразии. Необходима обязательная генетическая идентификация штаммов риккетсий, выделенных за пределами известного нозоареала клещевого риккетсиоза.

Эволюционные аспекты взаимосвязи иксодовых клещей и риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки.

В последние годы существенно изменились представления о географическом распространении, таксономии и экологии риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки. Возрастание интереса к этой группе риккетсиозов способствовал резкий рост заболеваемости ими в большинстве регионов (Burgdorfer W. et al., 1975; Hattwick M.A. et al., 1976; Mansuеto S. et al., 1986; Рудаков Н.В. и др., 1988, 1994 и др.). Риккетсии группы КПЛ обладают низким уровнем межвидовой генетической дифференциации, отражающим недавно произошедшую дифференциацию (Fuerst Р.А., Poetter,1991). Несмотря на это, отмечаются не только межвидовые, но и существенные внутривидовые отличия штаммов по вирулентности, что наиболее убедительно продемонстрировано на примере R.rickettsii (Price W.H., 1953). Получены данные, свидетельствующие об отличиях патогенных и антигенных свойств и у другого представителя данной группы - R.sibirica (Tarasevich I.V. et al., 1976; Макарова В.А., 1978; Решетникова Т.А., Макарова В.А., 1989; Рудаков Н.В. и др., 1988, 1991).

В современной таксономии возбудителей природноочаговых инфекций, наряду с собственными признаками микроорганизмов (морфологическими, молекулярно-биологическими и др.), важную роль имеют экологические критерии (Сафьянова В.М., Мещерякова И.С., 1991). Указанное связано с возникающим в результате сопряженной эволюции сочленов паразитарных систем соответствием между биологическими признаками возбудителя и его экологическими характеристиками. Изучение эволюции природноочаговых инфекций углубляет представления о таксономии возбудителей и закономерностях формирования их нозоареалов. Анализ сопряженной с переносчиками эволюции риккетсий группы КПЛ проведен нами на примере близкородственных R.sibirica и R.rickettsii.

Взаимоотношения между иксодовыми клещами и риккетсиями свидетельствуют о древних связях между ними (Балашов Ю.С., 1971; Ржегачек И., Дайтер А.Б., 1989 и др.), при этом эволюция риккетсий неразрывно связана с эволюцией переносчиков и других сочленов паразитарной системы. Эволюция иксодориккетсиозов является в этом плане отражением общих популяционно-биологических закономерностей, свойственных облигатно-трансмиссивным инфекциям (Кучерук В.В., 1982; Коренберг Э.И., 1991 и др.). Риккетсии - первоначально, вероятно, симбионты членистоногих, с переходом клещей к паразитическому образу жизни и питанию кровью позвоночных адаптировались к организму теплокровных (Philip C.B., 1961; Балашов Ю.С.,  Дайтер А.Б., 1973; Marchette N.Y., Stiller D., 1982 и др.). По сравнению с другими представителями рода Rickettsia представители группы КПЛ наиболее  зависимы от переносчиков, что подтверждают данные экспериментального изучения в системе "переносчик - риккетсии" (Крючечников В.Н., 1969; Балашов Ю.С.,  Дайтер А.Б., 1973 и др.). При этом связи отдельных видов риккетсий с членистоногими достаточно специфичны. Это находит свое отражение и в температурном оптимуме для культивирования: если для Coxiella burnetii, перешедший в процессе эволюции на теплокровных животных и двучленную паразитарную систему, наиболее приемлема инкубация при 37\SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"С, а для риккетсий группы сыпного тифа и цуцугамуши - при 35\SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"С, то для риккетсий группы КПЛ - при 32-34\SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"С (Здродовский П.Ф., Голиневич Е.М., 1972; Weiss E., Moulder J.W., 1984 и др.).

В историческом плане фактором, способствующим дивергенции Американских и Евроазиатских иксодориккетсиозов группы КПЛ, является географическое разобщение ареалов их переносчиков и,  соответственно, их нозоареалов, произошедшее в относительно близкие геологические эпохи.

Общепринятым фактором является связь нозоареалов клещевого риккетсиоза и пятнистой лихорадки Скалистых гор (ПЛСГ) прежде всего с клещами рода Dermacentor. Проведенный нами анализ данных по инфицированности риккетсиями в очагах показал, что возбудитель клещевого риккетсиоза связан преимущественно с клещами подрода Serdjukovia, а ПЛСГ - подрода Dermacentor (s.str.). Подроды эти более родственны друг другу и с подродом Asiacentor, нежели с двумя другими подродами - Indocentor и Amblyocentor (Колонин Г.В., 1984; Филиппова Н.А., Панова И.В., 1984).

Представляется в связи с этим необходимым напомнить о характере распространения современных Dermacentor (s.l.) и высказать соображения об истории формирования их ареалов. Согласно Б.Н.Померанцеву (1948) и Г.В.Колонину (1984) наиболее вероятен очаг возникновения рода Dermacentor в Центральной Азии, в районе Ангарского щита, в конце Олигоцена - начале Миоцена - времени возникновения "гиппарионовой фауны", характеризовавшейся разнообразием и большим количеством крупных и мелких копытных, при паразитировании на которых складывались особенности биологии, экологии и морфологии клещей этого рода. Наиболее вероятным является раннее отделение от общего предка подродов Amblyocentor, Indocentor, поскольку неизвестны переходные формы между ними и остальными подродами и ареалы их не перекрываются.

В миоценовую эпоху происходило расселение представителей подрода Dermacentor вместе с их хозяевами-копытными по Голарктической области, в том числе и в ее североамериканскую часть, т.к. в это время существовал Беренгийский "мост", на его территории преобладал умеренно теплый климат, а растительность была представлена мелко- и широколиственными лесами (Бискэ С.Ф., Баранова Ю.П., 1976).

Разрыв Берингийского "моста" в позднем Миоцене и развитие таежной, а позднее и тундровой растительности при его восстановлении в Плиоцене - Плейстоцене (Бискэ С.Ф., Баранова Ю.П., 1976; Хоффман Р.С., 1976) привели к изоляции американских Dermacentor,  после чего видообразование там в пределах подрода Dermacentor (s.str.) шло автономно и привело в итоге к большей, чем в Евразии, морфологической, экологической и биологической дифференцировке американских видов (Колонин Г.В., 1984).

В Евразии наступление ледников в Плейстоцене привело к разрыву ареала рода и сохранению клещей в тех местах, где ледника не было: в Средиземноморском регионе и степях Центральной Азии. В первом случае это представитель подрода Dermacentor (s.str.) - D.reticulatus (известна находка этих клещей на ископаемом волосатом носороге (Schille, 1917), во втором - D.nuttalli или его ближайший предок. В послеледниковое время видообразовательный процесс здесь привел к возникновению группы морфологически и экологически близких видов подрода Serdjukovia (D.nuttalli, D.marginatus, D.silvarum, D.niveus), которые распространялись на восток (D.silvarum) и на запад (D.marginatus, D.niveus) (Богданов И.И., 1990). О молодости подрода Serdjukovia говорит слабая видовая дифференцировка входящих в него видов (Богданов И.И., Алифанов В.И., 1971; Филиппова Н.А., Панова И.В., 1984). Подрод Asiacentor по ряду признаков ближе к Serjukovia, нежели к Dermacentor (s.str.)  (Филиппова И.А., Панова И.В., 1984). В настоящее время в Евразии представители этих трех подродов на значительных территориях обитают совместно (Dermacentor и  Serdjukovia -  на территории южной Европы, юга Западной Сибири, севера Казахстана, Serdjukovia и Asiacentor - в горах Средней Азии).

Из четырех наиболее распространенных в Евразии видов клещей рода Dermacentor тесные связи с R.sibirica характерны для представителей подрода Serdjukovia (D.nuttalli, D.marginatus, D.silvarum), связи с D.reticulatus менее устойчивы и непостоянны, равно как и их инфицированность этим возбудителем (Тарасевич И.В. и др., 1977; Рудаков Н.В. и др., 1989 и др.). Следовательно, R.sibirica исторически связана с D.nuttalli (или его предковой формой) и в процессе видовой дифференцировки адаптировалась и к  производным от него формам - клещам D.marginatus, D.silvarum. Отметим, что и R.slovaca, рассматриваемая некоторыми авторами (Makarova V.A. et al., 1978) как серовар R.sibirica, экологически связана в Европе преимущественно с клещами D.marginatus, а не с D.reticulatus (Rehacek J., Tarasevich I.V., 1988). Учитывая распространение D.marginatus из Азии в Европу в послеледниковый период, становятся понятными эволюционные связи R.sibirica и R.slovaca.

Таким образом, ареал иксодориккетсиозов группы КПЛ в Евразии и Америке происходит из общего корня, дифференцируясь в процесс сопряженной с переносчиками эволюции на отдельные виды. При этом, если R.sibirica эволюционно и экологически связана с клещами подрода Serdjukovia, то R.rickettsii - c клещами подрода Dermacentor (s.str.). В Евразии, где преобладают более молодые и менее дифференцированные между собой клещи подрода  Serdjukovia, на большей части очаговых территорий до последнего времени установлена циркуляция только R.sibirica. Слабой морфологической и биологической дифференциации клещей палеарктического подрода соответствует генетическая консервативность R.sibirica. Анализ сопряженной с переносчиками эволюции риккетсий группы КПЛ на примере близкородственных R.rickettsii и R.sibirica свидетельствует лишь об начальном этапе дивергенции R.sibirica и в значительной степени объясняет полученные нами (Балаева Н.М. и др., 1993, 1994) в результате изучения большого набора штаммов R.sibirica, выделенных в различные периоды (40-е - 80-е годы), в различных частях нозоареала (Западная и Восточная Сибирь, Дальний Восток), из разных источников (клещи D.nuttalli, D.marginatus, D.silvarum, H.concinna, кровь больных людей), данные о высокой консервативности генома R.sibirica. С учетом указанных свойств возбудителя особый интерес представляет вопрос об экологической устойчивости очагов клещевого риккетсиоза к меняющимся условиям антропического воздействия.

Эпидемическая активность очагов клещевого риккетсиоза на территориях различной степени хозяйственного освоения.

Очаги клещевого риккетсиоза в современный период существуют на территориях, отличающихся степенью хозяйственного освоения - от малоосвоенных горно-степных ландшафтов до районов интенсивного сельскохозяйственного освоения степной зоны, что подтверждается как изоляцией в различные периоды штаммов из переносчиков, так и многолетними данными регистрации заболеваемости. Однако характер распространения и эпидемического проявления очагов на  территориях, подвергнутых хозяйственному освоению, может существенно изменяться - от слабо трансформированных эпидемически активных очагов до резко трансформированных очагов с пониженной или утраченной эпидемической активностью.

Ведущим звеном, определяющим особенности и глубину изменений очагов, являются иксодовые клещи - основной резервуар и переносчики возбудителя клещевого риккетсиоза. Наиболее мощными антропическими факторами, влияющими на численность переносчиков и структуру очагов, особенно в степной и лесостепной зонах, являются распашка и другие формы сельскохозяйственного освоения (культурные сенокосы, пастбища, лесопосадки и др.), способствующие коренному преобразованию ландшафтов и формированию агроценозов. Так, в степной зоне Алтайского края степень сельскохозяйственного освоения составляет около 90%, а распашка земель за последние 30 лет возросла с 41,5% до 79%, в основном за счет сокращения площадей пастбищ и сенокосов. 

Ранее преобладавшее выпасное животноводство способствовало поддержанию численности иксодовых клещей, в том числе в непосредственной близости к населенным пунктам. В последние десятилетия в условиях преобладания интенсивных безвыпасных технологий большая часть животных изолируется в животноводческих комплексах и фермах и перестает быть прокормителями имаго иксодид. Немаловажное значение в снижении численности переносчиков и их контактов с животными имеют акарицидные обработки домашнего скота.

В результате территориального анализа распространения очагов с использованием ряда показателей, характеризующих степень антропического воздействия на ландшафты, осуществлена прогностически значимая дифференциация очаговых территорий по степени антропических изменений.

 Наиболее глубокие изменения отмечены в урбано- и агроценозах лесостепной зоны Салаира в Новосибирской и Кемеровской областях (рис.4).

Рис.4

Динамика заболеваемости клещевым риккетсиозом в Новосибирской, Кемеровской областях и Алтайском крае.
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 Клещевой риккетсиоз в Кемеровской области регистрируют с 1944 года. Всего за 49 лет в Кузбассе учтен 2491 случай этой инфекции, что составляет 1,9 на 100 тысяч населения. Анализ заболеваемости клещевым риккетсиозом в Кузбассе выявил существенные изменения распространения и эпидемического проявления очагов этой инфекции за последние десятилетия. Если в 1944-1953гг. среднемноголетние показатели заболеваемости на 100 тысяч населения составляли 5,2, в последующие десять лет - 2,2, в 1964-1973гг. - 0,4, то в 1974-1983гг. - только 0,1, а в последующие годы регистрируются лишь единичные случаи заболеваний. В Кемеровской области, занимавшей одно из ведущих мест в стране по заболеваемости клещевым риккетсиозом (после Алтайскогои Красноярского краев), эта инфекция зарегистрирована в 11 из 17 административных районов. Однако с начала 70-х годов случаи заболевания выявляют только в трех районах - Новокузнецком, Беловском и Прокопьевском. По данным 1955-1989гг. наиболее высокие среднемноголетние  показатели заболеваемости на 100 тысяч населения отмечены в Ленинск-Кузнецком (8,8), Новокузнецком (7,0) и Крапивинском (6,8) районах.                                                                                           

По данным исследований 40-х годов сезонность заболеваний клещевым риккетсиозом в Кузбассе определялась особенностями биологической активности переносчика - клещей D.silvarum (Плецитый Д.Ф., 1947; Мастеница М.А., 1949). В результате проведенных нами в 80-е годы исследований в Кузбассе выявлена, наряду с изменениями эпидемической активности очагов и территориального распространения этой инфекции, и смена ведущего переносчика (Рудаков Н.В. и др., 1988, 1989). На территории Беловского района выявлена инфицированность R.sibirica клещей H.concinna, ранее неизвестных в качестве переносчика в Кузбассе. В то же время в результате многолетних наблюдений не установлено зараженности возбудителем клещевого риккетсиоза клещей I.persulcatus (наиболее распространенных здесь вид иксодид) и D.silvarum (ранее основной переносчик R.sibirica) (табл.7). С целью уточнения этого вопроса был проведен более детальный анализ помесячного распределения заболеваний клещевым риккетсиозом за 1944-1964гг. (период наибольшей эпидемической активности очагов) и 1965-1989гг. (период низкой эпидемической проявляемости), поскольку для различных видов переносчиков характерны свои закономерности сезонной биологической активности. При сравнительном анализе заболеваемости за два указанных периода выявлены существенные различия, подтверждающие данные о смене ведущих переносчиков. В 1944-1964гг. пик заболеваемости приходится на май (42,2%) с некоторым уменьшением в июне (34,2%), отмечается осенний подъем числа заболеваний в сентябре-октябре (10,2%). В 1965-1989гг. на май приходится только 19,4%, на июнь - 34,5%; эпидемическая активность очагов сохраняется в июле (14,4%) и даже в августе (8,6%), осенний подъем заболеваний отсутствует.

Таким образом, в настоящее время на территории Кузбасса эпидемическая активность природных очагов клещевого риккетсиоза может быть связана преимущественно с H.concinna, что объясняет в определенной мере изменения помесячного и территориального распределения заболеваний. В связи с интенсивным хозяйственным освоением, акарицидными обработками и рядом других факторов, приведших к снижению численности и распространения эпидемически значимого переносчика - клещей D.silvarum с частичной заменой на менее значимый - H.concinna, заболеваемость населения в Кемеровской области за четыре десятилетия снизилась в сорок раз, изменились сезонность и территориальное распространение заболеваний.

Близкие изменения эпидемической активности очагов отмечены и в Новосибирской области. Тогучинский район до последнего времени являлся единственным в Новосибирской области, где отмечали, начиная с 1944г., случаи заболеваний людей клещевым риккетсиозом (Платонов Н.В., 1948; Беллендир А.И., 1957; Беллендир А.И. и др., 1957). Комплексное изучение очагов проведено в 1954-1960гг. (Вощакина Н.В. и др., 1955; Шайман М.С., 1957; Шайман М.С., Вощакина Н.В., 1961 и др.). Случаи клещевого риккетсиоза выявлены преимущественно в северо-восточной части района, представляющей лесостепь с осиново-березовыми колками. Тогучинский район с востока граничит с Кемеровской областью и представляет собой северо-западную оконечность Салаирского кряжа.

Анализ официальной регистрации заболеваемости клещевым риккетсиозом в Тогучинском районе за 1945-1989гг. выявил существенные изменения эпидемической активности очагов, аналогичные отмеченным в Кемеровской области. Среднегодовые показатели на 100 тысяч населения в 1944-53гг. составляли 18,6, в дальнейшем неуклонно снижались: 5,7 - в 1954-63гг., 2,5 - 1964-73гг., 0,6 - в1974-83гг., причем с 1979г. случаев клещевого риккетсиоза в районе вообще не выявляли.

Для уточнения эпидемической активности очагов проведено иммунологическое обследование в РСК с антигеном Rickettsia sibirica жителей четырех населенных пунктов района, положительный результат выявлен только у одного из 427 обследованных (0,2%). В то же время по данным обследований 1959-1971гг. антитела к этому возбудителю у местного населения определяли от 3,6% до 16,0% (Шайман М.С., Вощакина Н.В., 1961; Горшкова О.М., 1971 и др.). Сопоставление этих данных подтверждает существенное уменьшение степени контактов населения с возбудителем клещевого риккетсиоза.

Ввиду отсутствия существенных изменений факторов хозяйственно-бытового характера, влияющих на степень контактов населения с иксодовыми клещами, для уточнения причин выявленных изменений проведено изучение численности, видового состава и инфицированности переносчиков на очаговых территориях в настоящее время и их сравнение с данными 50-х годов. В период эпидемической активности очагов КР в 50-е годы при широком распространении клещей I.persulcatus, места абсолютного доминирования которых приурочены к лесным стациям, по мелколесью и кустарникам в поймах рек до 70-90% в иксодофауне составляли клещи D.reticulatus, в отдельных стациях до 30% сборов представлено D.silvarum (Шайман М.С., Вощакина Н.В., 1961). Хотя основным переносчиком возбудителя КР здесь являлись клещи D.silvarum, штаммы R.sibirica выделены также из клещей D.reticulatus и I.persulcatus, гамазовых клещей, крови больных, суспензий органов краснощеких сусликов, полевых мышей, хомяков и узкочерепных полевок (Шайман М.С., 1957; Шайман М.С., Вощакина Н.В., 1961 и др.). В период работы эпидотряда в 1959-66гг. в Тогучинском районе проведены активные акарицидные мероприятия, включая авиаопылительные обработки территорий, резко снизившие численность иксодовых клещей в природных стациях. Одним из последствий этого явилось снижение эпизоотической активности природных очагов клещевого энцефалита и заболеваемости населения (Нецкий Г.И. и др., 1970). По данным обследования в 1989г. численность клещей I.persulcatus полностью восстановилась (составила от 6,0 до 14,2 на учетный флаго/км). Этого не произошло с эпидемически значимым переносчиком возбудителя клещевого риккетсиоза - клещами D.silvarum, которые в сборах отсутсвовали. Учитывая факты выделения штаммов риккетсий из клещей I.persulcatus в 50-е годы, проведено исследование 563 экземпляров клещей этого вида с ряда лесных участков. Результаты их исследования методом биопроб на морских свинках и РНГА с иммуноглобулиновым диагностикумом для выявления риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки - отрицательные. Исследование в РСК 327 сывороток крови крупного рогатого скота индивидуального сектора из трех населенных пунктов в 2,5% проб выявило положительные результаты.

Полученные данные свидетельствуют о резком снижении эпидемической активности природных очагов КР в Тогучинском районе Новосибирской области, что определяется устойчивым снижением численности ведущего переносчика - клещей D.silvarum и отсутствием  инфицированности R.sibirica доминирующего вида - Ixodes persulcatus. Основной причиной выявленных изменений могли послужить акарицидные обработки.

Иная динамика заболеваемости отмечается в Алтайском крае, где в последние десятилетия выявлен значительный рост заболеваемости на фоне наличия активных природных очагов (рис.3). По заболеваемости населения КР Алтайский край стабильно характеризуется наиболее высокими показателями в Западной Сибири. За 1942-1992гг. здесь зарегистрирован 12181 случай этой инфекции. Среднемноголетние показатели составляют 6,7 на 100 тысяч населения (от 1,6 до 36,6 в отдельные годы). На протяжении более четырех десятилетий сохраняется высокий уровень заболеваемости, а с 1987г. показатели превысили наиболее высокие за весь период регистрации данные 1954г. Так, в 1944-1953 гг. среднемноголетние показатели составили 7,8 случаев на 100 тысяч населения (от 6,1 до 12,3 в отдельные годы), в 1954-1963 гг. - 4,8 (от 2,2 до 16,4), в 1964-1973 гг. - 3,4 (1,6 - 4,4), в 1974-1983 гг. - 5,3 (3,1 - 13,1), в 1984-1987 гг. - 15,1 (14,2 - 18,1). Эти показатели заболеваемости свидетельствуют о высокой эпидемической активности природных очагов КР на территории края. Инфекция зарегистрирована почти в 90% сельских районов и в большинстве городов. Наиболее эпидемически активны очаги в горно-степных ландшафтах Алтая. В последнее десятилетие более значительную роль приобретают очаги в районах северной лесостепи, характеризующиеся наибольшим разнообразием видового состава переносчиков, среди которых возросло значение клещей H.concinna. 

При сравнении заболеваемости клещевым риккетсиозом в разрезе ландшафтных зон за 1942-1967гг. (Веселов Ю.В. и др., 1970) и 1981-1985гг. отмечается уменьшение доли заболеваний в районах степной зоны (с 34,5 до 25,4%), стабильно высокий удельный вес в структуре заболеваемости районов лесостепи (47,1 и 44,9% соответственно), некоторое увеличение значения районов Горного Алтая (с 18,4 до 29,7%), что отражает изменения эпидемической активности очагов различного ландшафтного типа в условиях хозяйственного освоения территорий. Так, отмечается уменьшение удельного веса заболеваний, приходящихся на степную зону, подвергнутую интенсивному сельскохозяйственному освоению в 50-е годы и относящуюся к настоящему времени к территориям интенсивного земледелия с преобладаением агроландшафтов (более 90% территорий). Увеличилось значение районов Горного Алтая с характерными для них малоосвоенными горно-степными ландшафтами и преимущественно выпасным ведением животноводства. Для большинства районов юго-восточного Алтая, например, доля сельскохозяйственного освоения территорий не превышает 20%, а распашкой - наиболее радикальным фактором антропического воздействия охвачено не более 2% территорий. Несмотря на относительно высокую степень сельскохозяйственного освоения лесостепных ландшафтов Алтайского края (распахано от 40 до 60% площади), очаги клещевого риккетсиоза здесь сохраняют высокую эпидемическую активность. Это определяется значительно большей плотностью населения по сравнению с районами Горного Алтая, а также разнообразием видового состава переносчиков. Среди них возросло значение клещей H.concinna, имеющих наиболее стабильную численность и более продолжительный по сравнению с другими видами период сезонной активности. Следовательно, наибольшие изменения эпидемической активности очагов клещевого риккетсиоза характерны для районов с высокой степенью антропического воздействия на ландшафты, наиболее стабильна активность очагов на малоосвоенных в хозяйственном отношении территориях.

Начиная с середины семидесятых годов отмечается рост числа случаев клещевого риккетсиоза во всех ландшафтных зонах Алтайского края, а в 1987г. заболеваемость этой инфекцией превысила наиболее высокие за весь период регистрации показатели 1954г. Указанные особенности изменения эпидемической активности природных очагов определяются, надо полагать, не только и не столько направленностью и интенсивностью антропических воздействий на очаги, но и особенностями их структуры, в частности различиями в видовом составе и инфицированности переносчиков, а также неизученными до настоящего времени многолетними циклами эпизотической активности очагов как саморегулирующейся системы. Эти изменения, вероятно, касаются в первую очередь количественных и качественных изменений популяций возбудителя.

Как известно, всестороннее изучение экологии возбудителей природноочаговых инфекций невозможно без количественной оценки их популяций (Коренберг Э.И., 1985, 1991; Литвин В.Ю., 1986). Применительно к клещевому риккетсиозу в этом отношении были предприняты только первые шаги (Пчелкин А.А. и др., 1989). Необходимость такого подхода подтверждается также полученными нами за многолетний период данными по численности зараженных риккетсиями клещей на кв. км (табл.9), свдетельствующими об отличиях лоймопотенциала очагов клещевого риккетсиоза в различных ландшафтных зонах Алтайского края. Наибольшие показатели отмечены в горно-степных очагах Западного и Центрального Алтая с переносчиком D.nuttalli. Полученные результаты дополняют  данные о ведущей эпидемиологической роли клещей H.concinna в зоне Северного Алтая и лесостепи Алтайского края.

Таблица 9

Численность зараженных R.sibirica клещей на кв.км в различных ландшафтных зонах Алтайского края.

Ландшафтная зона (подзона)
Вид

клещей
Численность зараженных клещей на кв.км

Степь

Лесостепь

Северный Алтай

Западный Алтай

Центральный Алтай
D.marginatus

H.concinna

D.silvarum

D.reticulatus

H.concinna

D.silvarum

D.reticulatus

D.nuttalli

D.nuttalli
116

695

139

45

718

187

53

2481

2915

В результате территориального анализа распространения очагов клещевого риккетсиоза с использованием ряда показателей, характеризующих степень антропического воздействия на ландшафты, осуществлена прогностически значимая дифференциация очаговых территорий с выделением трех этапов и, соответственно, типов трансформации очагов: слабо трансформированных очагов с сохраненной эпидемической активностью (первый этап антропической трансформации), частично трансформированных эпидемически активных очагов (второй этап), резко трансформированных очагов с пониженной или утраченной эпидемической активностью. Проведенная классификация очагов явилась основой оценки возможных изменений обстановки в отношении клещевого риккетсиоза с учетом перспектив хозяйственного освоения территорий и использована нами при экспертной оценке районов проектируемого строительства Крапивинского гидроузла на реке Томи, Катунской ГЭС в республике Алтай, Канско-Ачинского топливно-энергетического комплекса.

Совокупность природных и хозяйственных факторов, влияющих на типы населения переносчиков и условия существования возбудителя клещевого риккетсиоза, опосредуется прежде всего через ландшафтные предпосылки существования очагов. Наиболее стабильны горностепные ("нутталливые") очаги, что определяется их наименьшей антропической трансформацией (низкая доля сельскохозяйственного освоения), а также характером хозяйственной деятельности, способствующей поддержанию высокой численности иксодовых клещей (выпас животных). Они характеризуются стабильной эпидемической активностью и занимают пояс горных степей и лесостепей южных горных областей Сибири (Алтайская, Саянская, Тувинская, Прибайкальская, Забайкальская), относящихся согласно природному районированию (Гвоздецкий Н.А., Михайлов Н.И., 1978) к физико-географической стране гор Южной Сибири. Частично трансформированные эпидемически активные очаги (второй этап антропической трансформации) типичны для лесостепных ландшафтов Сибири с частичным селькохозяйственным освоением (доля пашни не более 40-60%) и достаточно высокой облесенностью (осиново-березовые колки, ленточные степные боры, лесопосадки). Эти очаги распространены на территориях, отличающихся разнообразием природно-географических комплексов и, соответственно, видов клещей-переносчиков, например в предгорьях Алтая - D.marginatus, H.concinna, D.silvarum, D.reticulatus. Своеобразным подтипом лесостепных очагов являются очаги лесостепных котловин Красноярского края, сходные по климато-географическим условиям и переносчику с горно-степными очагами и отличающиеся от них более высокой плотностью населения и большей степенью антропической трансформации.

К резко трансформированным очагам с пониженной или утраченной эпидемической активностью относятся лесостепные очаги зоны Салаира и Кузнецкого Алатау (основной переносчик - D.silvarum) и равнинно-степные очаги юга Западно-Сибирской низменности (переносчик - D.marginatus). Это территории высокой степени сельскохозяйственного и промышленного (Кузбасс) освоения с выраженной в настоящее время депрессией численности переносчиков.

Приведенные материалы свидетельствуют, что стабильность очагов клещевого риккетсиоза зависит не столько от числа эпидемически значимых переносчиков (моновекторные нутталливые, маргинатусные и сильварумные очаги существенно отличаются по степени устойчивости), сколько от степени антропической трансформации ландшафтов соответствующих очаговых территорий с характерными для них типами природных очагов.

В современный период продолжается формирование ареала R.sibirica, что проявляется, наряду с уменьшением эпидемической активности и даже угасанием отдельных очагов, процессом формирования новых эпидемически активных очагов клещевого риккетсиоза по границам нозоареала этой инфекции, например в Новосибирской, Тюменской, Курганской областях. В последние годы выявлены и изучены очаги клещевого риккетсиоза в Сузунском районе Новосибирской области и Сладковском районе Тюменской области, отмечается активизация очагов в ряде ландшафтных зон Алтайского края, на других эндемичных территориях. В качестве наиболее интересного примера таких очагов приведем материалы по Сузунскому району Новосибирской области.

В Новосибирской области случаи клещевого риккетсиоза были зарегистрированы только в Тогучинском районе, природные очаги которого (и прилегающих территорий Кемеровской области) отнесены к лесостепным очагам зоны Салаира с ведущим переносчиком - иксодовыми клещами D.silvarum (Шайман М.С., Нецкий Г.И., 1973). Начиная с 1987 г. в Сузунском районе Новосибирской области стали отмечаться случаи заболеваний с характерной для клещевого риккетсиоза клинической картиной и анамнестическими данными. Это побудило нас в 1989г. провести углубленное эпидемиологическое обследование для уточнения этиологии заболеваний и характера очагов.

Сузунский район расположен на юго-востоке Новосибирской области на Приобском плато Приобской расчлененной равнины, на севере граничит с Ордынским, Искитимским и Черепановским районами, на юге (по реке Оби) - с Алтайским краем. Основные ландшафты в южной (пойменной) части района - сосновые леса, на севере - лесостепь с осиново-березовыми колками и сельскохозяйственными землями на месте разнотравно-злаковых остепненных лугов. Удельный вес сельскохозяйственных угодий в общей площади района составляет 45%, под лесами и кустарниками занято 48% территории.

Заболевания отмечены в 7 населенных пунктах, расположенных в северной лесостепной части района (1 случай в 1987 г. и 9 - в 1988 г.). Три случая выявлены в мае, 2 - в июне и 5 - в сентябре. У всех переболевших в анамнезе отмечен контакт с иксодовыми клещами с различной локализацией места присасывания (шея, затылок, голень, предплечье, спина). Возраст больных от 7 до 80 лет, преобладали лица женского пола (7 человек). Случаи заболеваний имели типичную для клещевого риккетсиоза клиническую картину и не вызывали затруднений в диагностике. Отмечались относительно короткий инкубационный период (4-8 дней), первичный аффект на месте присасывания клеща, региональный лимфаденит, папулезная и реже петехиальная сыпь с преимущественной локализацией на туловище и конечностях. Преобладали формы средней тяжести с повышением температуры тела от 38 до     39,5С. Большинство случаев подтверждено серологически при исследовании парных сывороток крови (титры антител в РСК с антигеном Rickettsia sibirica до 1:160). Все заболевшие - местные жители, не выезжавшие в эндемичные по клещевому риккетсиозу районы. Контакт с иксодовыми клещами отмечен при посещении березовых колков и уходе за сельскохозяйственными животными в поселках.

С целью изучения очагов проведен сбор иксодовых клещей в окрестностях села Сузун (пойма реки Оби, сосновые леса) и вблизи села Лушники (северная лесостепная часть района, березовые колки). Видовой состав переносчиков определен И.И.Богдановым. На первом участке наблюдений в сборах преобладали клещи I.persulcatus (50,7%) и D.reticulatus (42,5%);  клещи D.silvarum составили 6,8%. На лесостепном участке доминируют клещи D.silvarum (93,8%);  I.persulcatus и D.reticulatus встречаются значительно реже (в 3,9 и 2,3% соответственно). Собранные из природных стаций иксодовые клещи исследованы в биопробах на морских свинках-самцах и в РНГА с иммуноглобулиновым диагностикумом дл выявления риккетсий группы КПЛ производства Пермского НПО “Биомед”. Из клещей D.silvarum выделено 2 штамма риккетсий группы КПЛ из северной лесостепной части района, идентифицированные в дальнейшем как штаммы R.sibirica "9/89-Сузун" и "11\89-Сузун". При первичном заражении у морских свинок отмечали кратковременную лихорадку до 39,8С на 9-13-й день после заражения, без выраженного скротального феномена. Патологоанатомическая картина была слабо выраженной: отечность и гиперемия яичек, рыхлая и увеличенная селезенка, периспленит. При исследовании 10% суспензий яичек, мозга и селезенки в РНГА с иммуноглобулиновым диагностикумом выявлен антиген риккетсий группы КПЛ; при исследовании мазков-отпечатков из влагалищных оболочек яичек и с брюшины при окраске мазков по П.Ф.Здродовскому и методом флуоресцирующих антител риккетсии выявляли в виде плеомофных преимущественно палочковидных и бациллярных форм. По морфологическим и тинкториальным признакам риккетсии выделенных штаммов существенно не отличались от других представителей группы КПЛ. На 30-й день после заражения при исследовании сывороток крови морских свинок отмечали положительные результаты в РСК с  антигеном R.sibirica в титрах до 1:40 при отрицательных реакциях с антигенами из Coxiella burnetii, R.prowazekii, R.mooseri, Chlamidia psittaci. При исследовании 10% суспензий иксодовых клещей, сгруппированных по 10 экземпляров, в РНГА находки антигена риккетсий выявлены в 5 из 15 проб. Положительные результаты получены при исследовании клещей D.silvarum из окрестностей села Лушники (в 5 из 8 проб). В суспензиях  клещей D.reticulatus (3 пробы) и  I.persulcatus (4 пробы) из поймы у села Сузун антиген не обнаружен. С целью уточнения распространения природных очагов клещевого риккетсиоза в двух населенных пунктах проведено также серологическое исследование сывороток крови сельскохозяйственных животных, выпасавшихся в эндемичных зонах. Антитела к R.sibirica в РСК  выявлены в 11 из 70 проб (15,7%).

Таким образом, в результате проведенных исследований установлено существование в Сузунском районе Новосибирской области ранее не выявленных очагов клещевого риккетсиоза, эпидемическое проявление которых отмечается с 1987 г. Регистрация заболеваний в ряде населенных пунктов, результаты риккетсиологического исследования иксодовых клещей и сывороток крови животных свидетельствуют о наличии сформированных природных очагов этой инфекции в северной лесостепной части района. В местах заражения людей абсолютно преобладали клещи D.silvarum, чем объясняется весенне-осенняя сезонность заболеваний. Положительные результаты лабораторного исследования клещей этого вида на клещевой риккетсиоз свидетельствуют, что они являются вероятным источником и переносчиком риккетсий в выявленных очагах. Разработаны мероприятия по мониторингу очагов и предупреждению заболеваний.

Одной из особенностей современного состояния природных очагов клещевого риккетсиоза на обследованных территориях является более низкая, в сравнении с 60-ми годами, инфицированность по данным биопроб иксодовых клещей во всех ландшафтных типах очагов (таблица 10).

Таблица 10

Инфицированность иксодовых клещей R.sibirica в различных

ландшафтно-эпидемиологичских районах Сибири в 60-е и 80-е годы.

Ландшафтно-эпидемиологический район
Основные виды

переносчиков
Индивидуальная инфицированность (биопроба)




60-е годы *
80-е годы

Степь Алтайского края

Предгорная лесостепь

Алтая

Предгорная лесостепь Салаира

Лесостепи Красноярского края

Высокогорная степь 

Алтая
D.marginatus

D.marginatus

D.reticulatus

H.concinna

D.sivarum

H.concinna

D.nuttalli

D.nuttalli


1,05-2,2

9,2

1,05

+

3,6

-

23,0

6,8-15,2
0,72

1,66

0,08

0,68

-

0,43

2,75

0,94

* - Шайман М.С., Ястребов В.К. (1973), Шайман М.С., Нецкий Г.И. (1973).

"+" - выделен штамм, "-" - результаты отрицательные.

Низкая инфицированность переносчиков, не превышающая даже на гиперэндемичных территориях Алтайского и Красноярского краев 1-3% по данным биопроб, обусловливает крайне низкую иммунную прослойку к R.sibirica у населения этих районов даже в условиях значительной частоты контактов с переносчиками, что подтверждается расчетами. Так, при 1% зараженности переносчиков и 50% частоте контактов населения с ними расчетная величина иммунной прослойки не превышает 0,5%. Как показали результаты серологического обследования людей, сельскохозяйственных и диких животных на различных территориях Западной и Средней Сибири , уровень иммунных ответов в РСК с антигеном R.sibirica в настоящее время незначителен даже на территориях с высоким уровнем заболеваемости. Это является, надо полагать, общей закономерностью изменения очагов клещевого риккетсиоза в условиях антропической трансформации ландшафтов, как и изменение биологических свойств циркулирующих штаммов.

Таким образом, изменения распространения и эпидемической активности очагов клещевого риккетсиоза в условиях хозяйственного освоения территорий проявляется рядом общих закономерностей, важнейшими из которых являются:

- экологическая и генетическая консервативность возбудителя, связанная преимущественно с иксодовыми клещами подрода Serdjukovia рода Dermacentor;

- относительная стабильность нозоареала инфекции и основных эпидемиологических закономерностей;

- возможность существенного уменьшения эпизоотической активности очагов и степени их эпидемического проявления в условиях антропической трансформации;

- уменьшение численности и инфицированности переносчиков, в ряде случаев - изменение их видового состава;

- снижение иммунной прослойки к R.sibirica у населения даже на наиболее эндемичных территориях Алтайского и Красноярского краев;

- выраженная гетерогенность иммунобиологических свойств циркулирующих штаммов, в т.ч. распространение штаммов со сниженной вирулентностью и иммуногенностью.

До настоящего времени отсутствуют объективные данные, объясняющие рост заболеваемости клещевым риккетсиозом в Российской Федерации в 80-е годы. В определенной степени это может быть объяснено увеличением подвижности населения, развитием туризма, пригородного садоводства и других форм контактов населения с природными очагами, а также изменениями лоймопотенциала очагов. В основе указанных процессов лежат еще недостаточно изученные многолетние циклы изменения эпидемической активности очагов, вероятно касающиеся в первую очередь качественных и количественных изменений популяций возбудителя и условий существования природных очагов. В то же время проведенные нами исследования свидетельствуют, что антропическое воздействие в целом оказывает негативное влияние на природные очаги, прежде всего на численность иксодовых клещей - основного резервуара и переносчиков этой инфекции и не может быть причиной циклических изменений очагов. Всестороннее изучение экологии возбудителей природноочаговых инфекций невозможно без количественной оценки их популяций (Коренберг Э.И., 1985, 1991; Литвин В.Ю., 1986). Дальнейшее развитие этих исследований требует разработки простых и производительных методов оценки популяций возбудителя на больших территориях.

КЛИНИКА

Патогенез и патологическая анатомия.  Ведущими в  патогенезе заболевания являются риккетсиемия и поражение возбудителем клеток эндотелия сосудов.  В месте входных ворот возникает специфический воспалительный  процесс в виде первичного аффекта.  Первичный аффект - плотный инфильтрат с темной  корочкой  в  центре,  который сопровождается регионарным лимфаденитом. Первичный аффект у части больных отсутствует, поэтому считается , что R. sibirica попадает в  кровь  либо  лимфогенно (чаще),  либо непосредственно из места присасывания клеща.  В организме возбудитель внедряется в  клетки эндотелия  мелких  сосудов органов и тканей,  где главным образом поражает ядра клеток.  При этом наряду с деструкцией индуцируется усиленная пролиферация клеток эндотелия,  которая явно преобладает, чем и объясняется более легкое течение заболевания по сравнению  с  эндемическим сыпным тифом.  Другим моментом,  объясняющим относительную доброкачественность патологического процесса,  считается  преимущественное поражение сосудов кожи,  а не головного мозга. Поражение сосудов сопровождается их расширением  и  признаками  универсального эндопериваскулита и специфического гранулематоза.  Симптомы интоксикации связаны с риккетсиемией и токсемией.

      Клиническая характеристика.  Достаточно  подробное  описание  клиники клещевого риккетсиоза представлено в трудах  многих  авторов  (Н.В.Сергеев, 1944;  Г.М.Цыганков,  1948;  С.М.Кулагин,  1953;  Г.И.Феоктистов, 1958;  Р.Я.Киреева,  1962, 1974; М.М.Лысковцев, 1963; Беллендир и др., 1970;  А.И. Кортев и др., 1997). Наряду с другими риккетсиозами клещевому сыпному тифу присуща цикличность течения,  где выделяются первоначальный период болезни (до появления сыпи),  разгар и период реконвалесценции (от момента снижения температуры до полного выздоровления).  Средняя длительность периодов - 2-4 дня, 3-7 дней и от одной до двух недель соответственно.  Инкубационный период  в среднем составляет 3-7 дней,  редко более десяти (до 15 дней) и менее двух дней. Установить точную длительность инкубации у  некоторых больных затруднительно из-за отсутствия порой четких данных о дате присасывания клеща либо пребывания в очаге больного,  наличия  неоднократного  присасывания клещей или отрицания такового даже при обнаружении первичного аффекта. Последнее обстоятельство связано  с безболезненностью присасывания и нередко с отсутствием болезненности на месте первичного аффекта. Определенную неясность создает и продолжительное питание клещей, которое длится несколько  суток (К.Л.Олсуфьев,  1951;  С.М.Кулагин, 1953). По материалам нашей  клиники  у  детей инкубационный период в среднем составлял четыре дня,  но у отдельных больных колебался в широких  пределах 1-22  дня.  У  некоторых больных (по нашим наблюдениям у 2%) факт присасывания  клеща  установить  не  удается.  Как  отмечал   еще М.Лысковцев (1963), зависимости между локализацией места присасывания,  длительностью инкубации и тяжестью клинического течения болезни выявить не удается.

 Начало заболевания,  как правило,  острое.  Лишь у небольшой части больных (до 15%) имеют место явления продромы в течение полутора-трех суток в виде общей слабости, головной боли, познабливания,  болей в мышцах, суставах, пояснице, ухудшения сна и аппетита.

     Температура тела с момента повышения достигает своего максимума в первые два дня,  реже через три дня. Повышение температуры сопровождается чувством жара, потливостью, иногда ознобом и катаром верхних дыхательных путей.  Более постоянными являются  общая слабость, нарушение сна и аппетита, а также головная боль, боли в мышцах, суставах и конечностях.  Реже имеют место тошнота (10,5%) и рвота (17,7%) (М.М.Лысковцев, 1963).

     Одним из признаков заболевания, который иногда можно обнаружить  еще до появления температурной реакции,  является первичный аффект. Первичный  аффект  считается  специфической  реакцией  на внедрение R.sibirica  и развивается только при нападении зараженных клещей (П.А.Солитерман,  1943;  М.Е.Коцинян, 1958). Первичный аффект представляет собой геморрагическую корочку на возвышающемся участке кожи. Он плотноват, расположен на широком инфильтрированном основании, темно-коричневого цвета, плотно спаян с окружающей тканью.  Иногда вместо корочки обнаруживается язвочка.  Кожа вокруг корочки гиперемирована. Причем края гиперемированного венчика неровные,  где у части больных могут появляться мелкие везикулы (В.Н.Дроздов и др., 1988). Величина первичного аффекта вместе  с  гиперемией  и  инфильтратом  обычно   небольших   размеров (М.М.Лысковцев, 1963), но у отдельных больных может быть едва заметным или достигать 5 см в диаметре.

     Одновременно с первичным  аффектом  формируется  регионарный лимфаденит. Лимфатические узлы эластичные, подвижные, не спаянные с окружающей тканью,  обычно не превышают 3 см в  диаметре.  Реже отмечается периаденит.  Болезненность при пальпации вначале может быть умеренной,  а в дальнейшем исчезает.  Болезненность для первичного аффекта также нехарактерна. Очевидно, следует согласиться с мнением Г.И.Феоктистова (1958),  что наличие выраженной  болезненности и отека в области первичного аффекта обусловлено вторичной инфекцией.

     Первичный аффект  вместе с регионарным лимфаденитом М.М.Лысковцев (1963) обозначил как первичный комплекс.  Его  частота  по сведениям  различных авторов от 60 с лишним процентов (К.В.Легкодимова, Г.П.Сомов, 1962; В.А.Никонов, 1958; С.М.Кулагин, 1953), и даже до 100 процентов (С.М.Громов, 1953). По материалам нашей клиники первичный комплекс не смогли выявить лишь у 4% больных детей.

     Сыпь является другим важным симптомом, и ее появление знаменует начало следующей фазы болезни - период разгара.  Сыпь - наиболее постоянный признак болезни, лишь некоторые авторы указывали на ее отсутствие у единичных больных (М.Н.Байдин,  1943; А.А.Преображенский,  1946;  Г.И.Феоктистов, 1958). О возможности, правда чрезвычайно редкой, подобного варианта клещевого риккетсиоза свидетельствуют и наблюдавшиеся нами один или два случая достоверного отсутствия сыпи у детей там,  где правильность диагноза не вызывала сомнений.  Сыпь, как правило, появляется на второй-четвертый день болезни (М.М.Лысковцев,  1963; Р.Я.Киреева, 1974), редко на  пятый-шестой (у 12,8%  по Р.М.Киреевой) и в виде исключения в день заболевания (1,9% по данным М.М.Лысковцева; 4,1% по Г.Н.Феоктистову). 

     Сыпь чаще появляется на конечностях с нередким дальнейшим распространением на туловище, шею, лицо, ягодицы, иногда захватывает  ладони и подошвы.  Она довольно обильная,  полиморфная, состоящая из розеол и папул,  без склонности к слиянию. У больных с тяжелыми формами болезни появляются петехии. Вначале преобладают розеолезные элементы,  а со второго-третьего дня высыпания нарастает  количество папул.  Каждый элемент сыпи имеет четкие,  но неровные края,  размеры розеол 1-3 мм,  папул - 4-10 мм. Элементы иногда  болезненны  при пальпации,  но зуда нет.  На третий-пятый день высыпания становятся пурпурно-красными с цианотичным  оттенком.  Еще  через два дня (на пятый-седьмой день с момента появления) сыпь переходит в стадию пигментации. Пигментация обнаруживается еще в начале реконвалесценции,  у некоторых больных сыпь заканчивается отрубевидным шелушением.  Сыпь располагается на неизмененном фоне,  но к моменту ее появления лицо у половины больных гиперемировано и одутловато,  несколько реже отмечается гиперемия кожи шеи и груди.  Кроме того,  нередко (у 33,2 проц.) появляется инъекция  сосудов  склер и конъюнктив (В.Н.Дроздов и др.,  1988). Некоторые авторы (Г.Н.Феоктистов, 1958; М.М.Лысковцев, 1963) наблюдали  энантему.  М.М.Лысковцев (1963) почти постоянно отмечал у больных отечность и гиперемию мягкого неба, миндалин и язычка.

     Кожа в  разгаре заболевания сухая и горячая на ощупь.  Общие симптомы интоксикации,  помимо температуры,  проявляются головной болью, иногда резко выраженной слабостью, сонливостью, у отдельны больных возбуждением.  Заметно снижен аппетит,  вплоть до анорексии. Тошнота и рвота являются следствием интоксикации и раздражения  мозговых  оболочек  (Г.Н.Феоктистов,  1958;   М.М.Лысковцев, 1963).  Изменения со стороны вегетативной нервной системы ведут к брадикардии и гипотонии. Тоны сердца приглушены, иногда отмечается  смещение  его границ,  выявляется нежный систолический шум на верхушке.  Характерной является  гепатомегалия,  реже  отмечается увеличение  селезенки. Общая длительность лихорадки колеблется в пределах 1-20 дней, чаще 6-15 дней.

     Период клинического  выздоровления  характеризуется  быстрым улучшением общего состояния и  исчезновением  основных  симптомов болезни.  Исчезает сыпь, отпадает корочка и первичный аффект полностью рассасывается, уменьшаются регионарные лимфатические железы.  Несколько  дольше  сохраняются  изменения со стороны сердечно - сосудистой системы.  Исход заболевания за  редким  исключением благоприятный.

     Изменения со стороны периферической крови довольно  разнообразны:  нормоцитоз или умеренная лейкопения, непостоянные изменения в лейкоцитарной формуле,  СОЭ нормальная или несколько увеличена.

     В зависимости от выраженности местных симптомов и интоксикации различают легкие, среднетяжелые и тяжелые, а также типичные и атипичные формы заболевания.

     При легкой форме местная реакция в виде первичного аффекта и сыпи выражена незначительно:  общее состояние остается удовлетворительным, температура  не  превышает 38 С и длится не более семи дней.  Удельный вес легкой формы составляет 14-54%. Среднетяжелая форма характеризуется выраженным первичным аффектом,  регионарным лимфаденитом, яркой розеолезно-папулезной сыпью. Температура достигает 39 С и держится до 10 дней, отчетливо проявляются симптомы интоксикации. Частота этой формы - 30-70%. При тяжелой форме температура превышает 39 С и держится иногда до 20 дней. Сыпь обильная,  с геморрагическими элементами. Интоксикация выраженная, выявляются поражения сердечно-сосудистой и нервной систем. Возможны осложнения.  По данным многих авторов - это редкая форма,  хотя в разных очагах она составляет 2-27%.

     Наряду с типичными встречаются атипичные, стертые и бессимптомные  формы  клещевого риккетсиоза.  В различных географических районах могут преобладать те или иные формы болезни.

     Особенностью клещевого  риккетсиоза  у  детей является более частое острое начало,  сопровождающееся рвотой,  быстрым подъемом температуры.  Сыпь появляется в первые дни болезни,  чаще у детей отмечается увеличение печени и селезенки, нередко имеет место гиперемия зева,  конъюнктивит,  катар дыхательных путей.  Первичный аффект выражен слабее и отмечается не у всех детей.  Заметно реже выявляются  изменения  со  стороны  сердечно-сосудистой и нервной систем.  В целом у детей болезнь  протекает  сравнительно  легче. Напротив,  у пожилых в большинстве своем отмечаются более тяжелые клинические проявления.  У переболевших вырабатывается прочный иммунитет. Рецидивы и повторные заболевания не наблюдаются. 

     Несмотря на высокую консервативность генома R.sibirica  имеются  сведения  о  существенных  внутривидовых отличиях отдельных штаммов по вирулентным и антигенным свойствам (Tarasevich L.V.  et al.,  1976; Макарова В.А., 1978; Рудаков Н.В. и др., 1988, 1998). В очагах клещевого риккетсиоза наряду с R.sibirica циркулируют  и другие, чаще непатогенные для человека, риккетсии. Они выделяются от одних и тех же видов клещей, что и R.sibirica, и возможно их одновременное нахождение  в  отдельных экземплярах переносчика (Рудаков Н.В.  и др., 1998).  Взаимодействие риккетсий в организме клещей,влияние  особенностей среды организма различных видов переносчиков пока не ясны,  также как не известны клинические аспекты штаммовых  отличий R.sibirica. Вместе с тем результаты собственных наблюдений (Оберт А.С.  и др.,  1998,  Рудаков Н.В. и др.,1998) свидетельствуют о беспрецедентном  росте заболеваемости клещевым риккетсиозом и увеличении среди заболевших серонегативных лиц  по результатам РСК с коммерческими отечественными антигенами. Имеются сообщения о некоторых изменениях клинического течения болезни (Ковальский А.Г.,  1998). С этих позиций представляет определенный интерес сравнительный анализ клинико-лабораторных  показателей  у больных  клещевым  риккетсиозом  с  различным иммунным ответом.

     Клинический материал охватывает результаты шестилетнего наблюдения за 73 больными,  лечившимися в клинике детских инфекционных болезней Алтайского государственного медицинского университета с диагнозом клещевой риккетсиоз.  Сопоставление осуществлялось по  27  клинико-лабораторным  и  эпидемиологическим   показателям (табл.  11). Все пациенты обследованы (в РСК) на первой - начале второй недели и 2-4 неделе заболевания (в среднем на 5,9 + 0,5  и  на  13,6 + 0,7 день болезни).  За положительный результат принимался рост специфических антител в  динамике  наблюдения.  В зависимости от этого было сформировано 2 группы больных - серонегативных (1-я группа) и серопозитивных (2-я группа)  лиц.  Первая группа состояла из 42, вторая - из 31 человека. Наблюдались преимущественно дети (82%) 3-14 лет (табл. 11). 

      Болезнь, независимо  от результатов серологического обследования,  протекала в общем типично с наличием первичного комплекса в  месте  входных ворот,  макуло-папулезной сыпью,  увеличением у части больных печени и (или) селезенки,  иногда гиперемией  кожи, инъекцией склер и,  как правило, умеренным токсическим синдромом. Все это в сочетании с сезоном заболевания и наличием у  подавляющего  большинства (98,6%) факта присасывания клеща позволяло всем больным выставить клинический диагноз клещевого риккетсиоза. 

      При сравнении  учитывались длительность инкубации и болезни, характер местной реакции  на присасывания клеща,  частота и  выраженность симптомов интоксикации, изменения со стороны кожи и слизистых, наличие гепато-лиенального синдрома.  Фиксировалась  дата заболевания,  локализация входных ворот,  место жительства и возраст заболевших,  методы лечения,  а также сроки госпитализации с момента заболевания и методы лечения (табл. 11).

 Таблица 11

Показатели основных клинико-лабораторных признаков

серонегативных и серопозитивных больных клещевым риккетсиозом

Признаки
В целом
Cеронегативные
Серопозитивные


n
M + m
n
M + m
n
M + m

Всего больных

1.Возраст: удельный вес детей (%)
73

60
82,0+ 4,0 
42

35
83,0 + 6,0
31

25
81,0 + 7,0

2.Длительность инкубации (в днях)
69
5,9 + 0,4
40
5,4 + 0,3
29
6,6+ 0,6(

3.Первичный аффект:

3.1 наличие (%)

3.2 корочка (%)

3.3 инфильтр. (%)

3.4 лимфаден. (%)
72

66

20

66
99,0 + 1,0
90,5 + 3,5

41,0 + 6,0

90,5 + 3,5
42

40

16

38
100

95,0 + 3,0

38,0 + 8,0

90,0 + 5,0
30

26

4

28
97,0 + 3,0

84,0 + 7,0*

12,5 + 5,7*

91,0 + 5,0

4. Токсический синдром

4.1 температура (в днях)

4.2 Сред.максимальная тем-ра

4.3 головная боль (%)

4.4 слабость (%)

4.5 снижение аппетита (%)
71

71

36

61

21
4,7 + 0,2

39,0 + 0,1

49,0 + 6,0

83,5 + 4,0

29,0 + 5,5
40

40

21

34

5
5,0 + 0,2

39,1 +  0,2

50,0 + 9,0

81,0 + 6,0

12,0 + 5,0
31

31

15

27

16
4,4 + 0,3

39,0 + 0,3

48,0 + 9,0

87,0 + 6,0

51,0 + 9,0*

5.Сыпь

5.1 срок появления (день болезни)

5.2 длительность 

(в днях)
72

72
4,1 + 0,5

7,4 + 0,8
41

41
4,3 + 0,3

7,0 + 0,8
31

31
3,8 + 0,6

7,4 + 0,9

6. Гиперемия лица (%)
5
7,0 + 3,0
3
7,0 + 4,0
2
7,0 + 4,0

7. Гиперемия склер (%)
27
37,0 + 6,0
14
33,0 + 7,0
13
42,0 + 9,0

8. Увелич. печени (%)
33
45,2 + 5,6
11
26,0 + 7,0 
12
39,0 + 9,0

9. Увелич. селезенки (%)
4
5,5 + 2,8
2
5,0 + 3,0
2
6,5 + 4,5

10. Длительность болезни (в днях)
73
14,8 + 0,7
42
14,5 + 0,6
31
15,1 + 0,9

11. Гемограмма:

11.1 нормоцитов (%)

11.2 лейкоцитов (%)

11.3 лейкопения (%)

11.4 нейтрофилез (%)

11.5 нейтрофилы (%)

11.6 лимфоцитоз (%)

11.7 СОЭ (N (%)
22

10

41

11

49

13

46
30,1 + 5,5

13,7 + 4,0

56,2 + 6,1

15,1 + 4,0

67,1 + 6,0

17,8 + 4,0

63,0 + 6,0
14

3

25

3

31

8

27
33,0 + 7,0

7,0  +4,0

60,0 + 8,0

7,0  +4,0

74,0 + 7,0

19,0 + 6,0

64,0 + 7,0
8

7

16

18

18

5

19
26,0 + 7,0

22,5 + 7,3

51,5 + 8,7

25,8 + 6,7

58,1 + 9,0*

16,1 + 7,0

61,3 + 9,0

12.Увеличение активности ферментов (%)

12.1 АЛТ (52 обсл.)

12.2АСТ (36 обсл.)
23

12
44,2 + 7,0

33,3 + 8,0
11

5
38,0 + 9,0

19,0 + 8,0
12

7
52,0 + 11,0

70,0 + 5,0*

* Разница  между показателями 3 и 4-й колонками статистически достоверна

     Наблюдались преимущественно  дети  (82 + 4%) в возрасте 3-14 лет.  Взрослых было 13 человек и их удельный вес в сравниваемых группах оказался практически одинаковым (17 и 19% среди пациентов 1-й и 2-й группы),  сроки госпитализации,  методы лечения и место жительства также совпадали.  Заболевание во всех,  за исключением одного,  случаях связывалось с нападением клещей  в  весенне-летний период.

     Инкубационный период у отдельных больных колебался в  пределах 1-17 дней (в среднем 5,9 + 0,6) и был достоверно (р<0,05) короче на 1,2 дня у серонегативных лиц.  Место присасывания клеща у больных обеих групп более, чем в половине случаев, локализовалось на голове,  редко - на животе и нижних конечностях, что соответствует возрастным особенностям детей (Егорова Т.В., 1998). Первичный комплекс в виде корочки, инфильтрата, регионарного лимфаденита не всегда был представлен всеми его признаками и в  целом  отсутствовал лишь у одного больного 2-ой группы.  Наиболее постоянным признаком была корочка,  которая в 90,5% случаев сочеталась с регионарным лимфаденитом и реже - с инфильтратом.  Сравнение частоты этих признаков выявило определенные,  статистически значимые (р<0,05),  отличия:  у пациентов с положительными серологическими реакциями реже выявлялась  корочка  (на  11%)  и  инфильтрат  (на 15,5%).

     Другим типичным  и  наиболее частым признаком являлась сыпь, которая отсутствовала лишь у одного больного (1,4%). Сыпь появлялась  на  1-8 (4,1 + 0,7) день болезни,  носила макуло-папулезный характер и почти всегда (97%) обнаруживалась  на  коже  туловища, часто (у 3/4 больных) выявлялась также на коже конечностей и очень редко (2,8%) - лица. Сыпь держалась 1-9 дней (в среднем 7,3) и исчезала,  оставляя нестойкую пигментацию. У трети больных выявлялась инъекция склер,  реже (7,4%)- гиперемия лица. Существенных различий в частоте, характере и длительности изменений со стороны кожи и сосудов глаз у сравниваемых групп больных не было.

     Симптомы интоксикации  разной выраженности отмечались у всех пациентов. Наиболее часто (97%) регистрировалось повышение температуры от субфебрильных цифр до 40 С (в среднем 39,5 С). Длительность лихорадки составляла 1-10 (4,7 ё 0,5) дней и сопровождалась у большинства (84%) cлабостью,  и нередко - головной болью и снижением аппетита. Частота этих признаков у сравниваемых групп была приблизительно одинаковой.  Лишь снижение аппетита  заметно  реже (12% против 51%) фиксировали больные первой группы. В разгаре заболевания у 45,2% больных выявлялась гепатомегалия и у 5,5%  - увеличение селезенки,  без существенных групповых различий. У части больных исследовалась сыворотка крови на активность ферментов АЛТ и АСТ. Показатели АЛТ оказались повышенными у 44,2% обследованных, АСТ - у 33,8%. При этом повышение активности АСТ заметно чаще отмечалось у лиц серпозитивной группы (70%  против 19%). Частота изменений АЛТ была одинаковой.

     Изменения со стороны периферической крови на высоте  заболевания сводились к умеренной лейкопении более,  чем у половины пациентов (42,5%), либо к лейкоцитозу (13,7%). Относительный лимфоцитоз выявлен у 17,8%  больных, нейтрофилез - у 15,1%. Другие изменения  в  формуле  крови были несущественными.  Пациенты второй группы (серопозитивные) несколько чаще (на 15,5%  при р<0,05) отвечали  на  инфицирование  лейкоцитозом нейтрофильного характера. Повышение СОЭ отмечено у двух третей больных.

ДИАГНОЗ И ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНЫЙ ДИАГНОЗ.

Распознавание клещевого риккетсиоза основывается на анализе клинических, эпидемиологических и лабораторных данных.  При определенном опыте диагноз типичных форм не вызывает каких-либо затруднений. Большое значение при этом имеют наличие первичного аффекта, общих симптомов интоксикации,  появление на второй  -четвертый день болезни розеолезно-папулезной сыпи в сочетании с нередким гепатолиенальным синдромом.

     Важным подспорьем  правильного диагноза является учет и анализ эпидемиологических данных:  эндемичность местности проживания больного,  весенне-летний  либо осенний сезон,  факт присасывания клеща накануне или за 2-3 недели до появления лихорадки.  При отрицании контакта с клещом необходимо выяснить возможность его заноса в жилище,  в том числе домашними животными.  Иногда больные, не  фиксируя внимания на присасывание клеща,  даже упорно отрицая его,  указывают на первичный аффект ("шишка").  В других  случаях для  его  выявления требуется тщательный осмотр кожных покровов с учетом излюбленной локализации места присасывания  клещей:  волосистая  часть головы,  естественные складки,  область воротника и пояса одежды.  Первичный аффект не только ранний,  но и  наиболее длительный  симптом  болезни,  исчезающий лишь через 2-3 недели с момента его появления. Следует также обратить внимание на то, что гнойное воспаление на месте присасывания клеща нетипично для клещевого риккетсиоза и, как правило, является результатом инфицирования  ранки извне или неумелого снятия клеща,  когда его головка остается в коже человека.

     Розеолезно-папулезная сыпь  появляется в типичных случаях на второй-четвертый день болезни на  высоте  токсического  синдрома. Иногда при редких тяжелых формах могут иметь место петехии.  Сыпь в начале появляется на конечностях,  затем может распространиться на туловище,  реже на лицо,  шею и даже на ладони и подошвы.  От сутствие зуда и других каких-либо неприятных ощущений, кроме возможно легкой болезненности при надавливании, также характерно для сыпи при клещевом риккетсиозе.  Имеется  определенная  закономерность высыпания:  первые элементы появляются на конечностях, вначале они преимущественно розеолезные,  со временем выявляются папулы.  К четвертому-пятому дню сыпь пурпурно-красная, позднее становится бурой и переходит в пигментацию. Сыпь исчезает вначале на лице и туловище, а затем на конечностях. В поздние сроки возможно отрубевидное шелушение.

     Из методов  лабораторной диагностики в настоящее время более широко применяется реакция  связывания комплемента (РСК), реже - реакция  непрямой иммунофлюоресценции (РНИФ).  Во всех реакциях используется только специфический антиген, приготовленный из возбудителя клещевого риккетсиоза. В клинической практике исследуются парные сыворотки с интервалом 5-7 дней.  Антитела появляются в крови  больных с 10-11 дня болезни,  достигают своего максимума к  концу третьей - началу четвертой недели заболевания, в дальнейшем их  титр снижается.  Комплементфиксирующие антитела в минимальных титрах (1:10, 1:20) сохраняются в течении 3-5 лет.

     Дифференциальный диагноз должен  предусматривать  исключение эпидемического (вшивого) сыпного тифа либо болезни Брилля,  тифо-паратифозных заболеваний,  псевдотуберкулеза, гриппа и пневмонии. Следует также учитывать другие природно-очаговые болезни:  клещевой энцефалит, иксодовые клещевые боррелиозы.

ЛЕЧЕНИЕ

 Больные клещевым риккетсиозом подлежат обязательной госпитализации.  Режим больных в остром периоде постельный. В качестве  этиотропных средств применяются антибиотики тетрациклинового ряда,  можно назначать левомицетин. Препараты даются в средних дозах, курс лечения обычно составляет 5 дней. Как правило уже через 1-1,5 суток состояние больных заметно улучшается, показанием к отмене антибиотиков является нормальная температура в  течении 2 суток. При резко выраженных явлениях интоксикации, особенно у больных пожилого возраста,  - внутривенно капельно  5%  раствор глюкозы с 5% аскорбиновой кислотой. Обнаружение признаков поражения сердечно-сосудистой системы является показателем к назначению эфедрина,  адреналина, кофеина и пр. При выраженной головной боли необходимы анальгетики, а при бессонице - снотворные и успокаивающие. Учитывая возможные изменения со стороны сердечно-сосудистой системы и медленное восстановление  сосудистого  тонуса,  больным показан постельный режим и после нормализации температуры в течении 5 дней,  а выписка осуществляется не ранее 10 дней от  начала апирексии.

Основные направления эпидемиологического надзора за риккетсиозами.

Важнейшим направлением исследований в отношении облигатно- и факультативно- трансмиссивных природноочаговых инфекций является установление закономерностей распространения и эпидемического проявления их очагов. Изучение риккетсиозов в Российской Федерации и других странах СНГ имеет давнюю историю, однако как степень их распространения, так и изученности в различных регионах существенно отличаются.

Методологической основой для комплексного изучения природноочаговых риккетсиозов является система эпидемиологического надзора, ставшего основным направлением деятельности санитарно-эпидемиологической службы по предупреждению инфекционных заболеваний (Беляков В.Д., 1980, 1981, 1985 и др.). Эпидемиологический надзор за инфекционными болезнями определяется как система слежения за динамикой эпидемического процесса и влияющими на его качественные и количественные характеристики факторами с целью разработки рациональных, научно-обоснованных мер борьбы и профилактики, а также   эпидемиологического  прогнозирования   (Покровский В.И., Ковалева Е.П., Семина Н.А., 1985). В методическом отношении эпиднадзор основывается на эпидемиологической диагностике (Беляков В.Д., 1985).

Б.Л.Черкасский (1983) выделяет в системе эпидемиологического надзора за зоонозами два структурных блока: 1) оперативное слежение за заболеваемостью животных и людей, основной задачей которого является получение оперативной информации об эпизоотолого-эпидемиологической обстановке в целях принятия мер по снижению интенсивности или ликвидации эпидемического и эпизоотического процессов; 2) углубленное эпидемиологическое наблюдение за эпидемическим и эпизоотическим процессами, основной задачей которого является поиск рациональных и высокоэффективных методов профилактики и борьбы с зоонозами.

Вопрос о принципах эпидемиологического надзора при природноочаговых зоонозах представляется весьма актуальным, при этом они должны отражать организационно-методические особенности подхода к изучению конкретной нозологической формы, включающему изучение экологии возбудителя, переносчика и хозяина, параметры основных факторов внешней среды, а также механизм распространения инфекции, что отражено в ряде работ (Черкасский Б.Л.,1983, 1988; Черкасский Б.Л. и др.,1988, Ладный И.Д., 1979 и др.).

Бесспорно, что каждая нозологическая форма имеет специфику, связанную со свойствами возбудителя и его экологией, клинико-эпидемиологическими особенностями инфекции у человека и животных и , наконец, что особенно важно для целей эпиднадзора, эпидемиологическими и эпизоотологическими особенностями. В связи с этим эпидемиологиский надзор за отдельными риккетсиозами осуществляется на основе общих методологических и методических принципов, однако имеет специфику, обусловленную эколого-эпидемиологическими особенностями конкретных нозологических форм (Тарасевич И.В., 1988). Основными направлениями его являются оперативный и ретроспективный эпидемиологический анализ, эпидемиологическое слежение (мониторинг) за очаговыми территориями, включая эпидемиологическую разведку и углубленное изучение очагов.

 Применительно к облигатно-трансмиссивным риккетсиозам осуществляется слежение за активностью природных очагов, включающее мониторинг переносчиков и других сочленов паразитарных систем, изучение циркулирующих штаммов риккетсий с учетом вариабельности их иммунобиологических свойств, сероэпидемиологические и клинические наблюдения в очагах. Применительно к клещевому риккетсиозу решение этой проблемы неразрывно связано с совершенствованием системы и методов мониторинга очагов, уточнением природных и антропических факторов, определяющих направления их трансформации и разработкой на этой основе эпидемиологических прогнозов и мероприятий по предупреждению заболеваний. Составной частью программы является мониторинг риккетсий с определением гетерогенности их популяций, совершенствование методов индикации, идентификации и репродукции возбудителей. Указанные подходы в определенной мере реализованы нами в методических рекомендациях "Эпидемиологический надзор за клещевым риккетсиозом. Иммунодиагносчика заболевания и методы выявления возбудителя." - Омск, 1992.

С целью повышения эффективности эпидемиологического надзора за клещевым риккетсиозом и другими риккетсиозами группы КПЛ необходимо в первую очередь совершенствование методов первичной изоляции, репродукции и идентификации возбудителей, разработка эпидемиологических прогнозов и предупредительных мероприятий.

На основе банка данных, получаемых в результате внедрения программ эпидемиологического надзора осуществляется эпидемиологическое районирование территорий с дифференциацией по риску заражения населения. На примере районов Сибири на основе многолетних данных изучения очагов нами разработаны критерии и осуществлена дифференциация эндемичных территорий в отношении клещевого риккетсиоза. В качестве критериев для дифференциации территорий на зоны высокого, среднего и низкого риска заражения возбудителем клещевого риккетсиоза использовали ряд показателей заболеваемости (среднемноголетние интенсивные показатели на 100 тысяч населения , на 1000 кв.км, повторяемость эпидемического проявления по годам), индивидуальную инфицированность переносчиков по данным биопроб (табл.12). Как менее объективные не были использованы показатели контактов населения с переносчиками, поскольку они не дифференцированы по видам иксодид и имеют наибольшие количественные значения в зонах доминирования клещей рода Ixodes, и результаты изучения иммунной прослойки у населения, т.к. по данным РСК доля позитивных ответов незначительна даже в наиболее напряженных очагах клещевого риккетсиоза в Алтайском и Красноярском краях.

Таблица 12

Критерии оценки риска заражения населения возбудителем

клещевого риккетсиоза.

№
Показатель
Градация показателей





высокого риска
среднего риска
низкого риска

1.

2.

3.

4.


Среднемноголетние интенсив-ные показатели на 100 тысяч населения

Индекс эндемичности (в %)

Показатель территориальной плотности очагов(на 1000 кв.км)

Индивидуальная инфицированность переносчиков в %
более 5,0

более 30,0

более 1,0

более 0,6
1,1-5,0

10,1-30,0

0,5-1,0

0,2-0,6
до 1,0

до 10,0

до 0,5

до 0,2

На рисунке 5 представлены результаты эпидемиологической дифференциации в отношении этой инфекции административных территорий Западной Сибири. Наиболее высокие показатели риска заражения характерны для районов Горного Алтая, северной лесостепи и типчаково-ковыльной степи Алтайского края.

рис.5 эпид.районир.

Совершенствование методов индикации, идентификации и репродукции риккетсий и их использование для мониторинга очагов.

В системе эпидемиологического надзора за риккетсиозами существенное значение имеют лабораторные методы исследования, в том числе мониторинг штаммов возбудителей и надзор за источниками инфекции (Тарасевич И.В., 1988). Мониторинг риккетсий группы КПЛ представляет сложную задачу в связи с отсутствием стандартных достаточно чувствительных и специфичных методов их индикации и идентификации. Среди них наиболее перспективными являются современные методы микроанализа, прежде всего генетические, иммуноферментные, культуры клеток, техника моноклональных антител.

Конструирование и сравнительное испытание иммуноферментных конъюгатов.

Последнее десятилетие характиризуется интенсивным развитием современных методов микроанализа при исследовании целого ряда инфекций, в том числе и риккетсиозов. Среди методов микроанализа все более широкое распространение находят различные варианты ИФА, преимуществами которых является высокая чувствительность, специфичность, экономичность и возможность объективного инструментального учета результатов. Анализ работ отечественных и зарубежных исследователей свидетельствует, что ИФА до настоящего времени применяется преимущественно в экспериментальной работе и , гораздо меньшем объеме, для диагностики риккетсиозов (Яблонская В.А., Кузнецова А.В., 1989). Наибольшее количество исследований посвящено ИФА-методам выявления антириккетсиальных антител (Кузнецова А.В. и др., 1985; Cracea E. et al., 1983; Doller G. et al., 1984; Горбачев Е.Н. и др., 1989 и многие др.). ИФА-методы выявления риккетсий (их антигенов) нашли пока менее широкое применение. Разработана тест-система для выявления ИФА антигенов коксиелл Бернета (Горбачев Е.Н. и др., 1988). Имеются работы по определению иммуноферментным методом корпускулярных антигенов R.prowazekii и R.sibirica (Кузнецова А.В. и др., 1985; Недялков Ю.А. и др., 1985, 1988; Дробышевская Э.И. и др., 1989). В США осуществлен цикл работ по изучению с помощью набора моноклональных антител в иммуноблоттинге антигенных характеристик риккетсий группы КПЛ (Anacker R. et al., 1985, 1987 a, б и др.).

Иммуноферментные методы в системе эпидемиологического надзора за риккетсиозами группы КПЛ до настоящего времени не применялись. Отсутствуют сравнительные данные о специфичности и чувствительности конъюгатов для ИФА, приготовленных из иммунного сырья различных видов лабораторных животных для выявления риккетсий группы КПЛ, а также сопоставлении тест-систем ИФА с традиционными методами риккетсиологических исследований.

Использование ИФА для выявления и идентификации риккетсий группы КПЛ целесообразно только при условии достаточно высокой специфичности и чувствительности конъюгатов. Указанное требование в определенной степени сопряжено с необходимостью отработки оптимальных условий получения высокоактивного иммунного сырья из сывороток крови лабораторных животных различных видов с неодинаковой степенью видоспецифичности к риккетсий группы КПЛ. Наиболее полно вопросы получения гипериммунных сывороток к R.sibirica отражены в работах Яблонской В.А. с соавт. (1985), Яблонской В.А., Тарасевич И.В. (1985). Сыворотки крови животных с высокими титрами антител к риккетсиям группы КПЛ получают при иммунизации овокультурами риккетсий, а также в изогенной системе с использованием длительных схем иммунизации и адъювантами с компонентами микробного происхождения. При этом образуются иммуноглобулины широкого спектра специфичности, в том числе антижелточные (Яблонская В.А. и др., 1985), антитканевые и др., иногда в титрах, превышающих титры специфических антител, что значительно затрудняет конструирование видоспецифических диагностических препаратов. Указанная проблема частично может быть решена путем отработки оптимальных условий получения иммунного сырья и использования для получения конъюгатов и сенсибилизации "подложки" сывороток крови различных видов животных, учитывая неодинаковую степень их видоспецифичности к риккетсиям (Pinkens et al., 1965 и др.). Наиболее оптимальным является получение гипериммунных сывороток в изогенной системе с адъювантом без микробных компонентов, поскольку применение овокультур и адъювантов с компонентами микробного происхождения способствует снижению их специфичности.

Основным объектом для получения иммунного сырья были выбраны кролики. Сырье от них для конструирования ИФА-конъюгатов получали по разработанной схеме в изогенной системе с использованием адъюванта без микробных компонентов на основе гидроокиси алюминия (два цикла иммунизации, взятие крови - на 15-17 день после второго цикла). Для иммунизации морских свинок и мышей линии СВА применяли тестикулы морских свинок. Отработаны различные схемы иммунизации мышей линии СВА, оптимальной оказалась двукратная иммунизация с недельным интервалом (одна -внутримышечная, одна- внутрибрюшинная). Для иммунизации кроликов применяли тесникулярные кроличьи культуры R.sibirica (преимущественно авторские штаммы "105/87-Баево" и "107/87-Баево", депонированные в Национальном музее риккетсиальных культур при НИИЭМ им.Гамалеи РАМН) и R.akari ("Тогер"). Тестикулярные культуры получали путем интратестикулярного заражения кроликов овокультурами риккетсий, подвергали лиофилизации или хранили до иммунизации в жидком азоте. Специфичность и антительную активность иммунного сырья проверяли в РСК с антигенами R.sibirica, R.akari, R.conorii и ИФА с конъюгатами "белок А-пероксидаза". Всего получено 9 серий кроличьих сывороток и 24 серии мышиных сывороток; гипериммунные лошадиные сыворотки получены из Пермского НПО "Биомед". Наиболее высокими титрами отличались и были использованы для конструирования ИФА-конъюгатов кроличьи и лошадиные гипериммунные сыворотки (титры 1:160-1:2560), сыворотки крови мышей и морских свинок отличались менее высокими титрами и их использование в  качестве иммунного сырья для ИФА-конъюгатов оказалось нецелесообразным.

Нами разработана модифицированная методика получения иммунного сырья к риккетсиям группы КПЛ в изогенной системе на кроликах с использованием адъювантов без микробных компенентов на основе гидроокиси алюминия. Полученное иммунное сырье использовали как основу для конструирования лабораторно-экспериментальных и экспериментально-производственных серий и соответствующей НТД на тест-систему ИФА для выявления риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки.

Гамма-глобулиновые фракции выделяли двукратным высаливанием сульфатом аммония при 50% насыщения с последующим диализом. Выделение иммуноглобулинов класса G проводили гельфильтрацией на колонке с сефадексом G-200. Для конъюгации отбирали пиковые фракции с активностью в РСК не менее 1:800-1:1600, которые доводили до концентрации белка 15 мг/мл. Конъюгаты IgG с пероксидазой хрена (Rz 2-2,7, НПО "Биолар", Латвия) были получены методом перйодатного окисления с последующим восстановлением боргидритом натрия (Tijssen P., Kurstak E., 1984). Очистку конъюгатов проводили высаливанием 50% раствором сульфата аммония с последующим деализом осадка.

Отработаны вакуумно-сублимационная сушка конъюгатов и IgG для сенсибилизации планшет, а также оптимальные условия постановки ИФА (Шпынов С.Н., Рудаков Н.В., 1989, 1991). Препараты с наполнителем (10% препарата, 50% нормальной бычьей сыворотки; 40% фосфатно-солевого буфера) лиофилизировали на аппарате типа Долинова в режиме 48 час. Всего таким путем получено и подвергнуто последующему изучению 19 опытных серий ИФА-конъюгатов для выявления антигенов риккетсий группы КПЛ.

Активность полученных конъюгатов зависела от качества используемой пероксидазы и антительной активности сывороток. Рабочие разведения конъюгатов, полученных на основе кроличьего сырья, составляли от 1:200 до 1:2000, лошадиных - от 1:500 до 1:2500. В результате сравнительного испытания установлено, что как чувствительность, так и специфичность тест-систем ИФА в наибольшей степени зависела от видовой принадлежности иммуноглобулинов "подложки" и конъюгата. Опитимальные результаты получены при сочетании кроличьей подложки и лошадиного конъюгата.

Отработаны оптимальные условия постановки ИФА для выявления антигенов риккетсий группы КПЛ. Для постановки ИФА использовали "сэндвич"-вариант метода (Voller A. et al., 1978). В качестве подложки использовали иммуноглобулиновые фракции с активностью в РСК не менее 1:400. Планшеты сенсибилизировали различными разведениями фракций IgG с концентрацией по белку от 0,1 до 100 мкг/мл, оптимальной оказалась концентрация 10 мкг/мл. Методика постановки ИФА описана нами ранее (Шпынов С.Н., Рудаков Н.В., 1989). Результаты определяли визуально или на Мультискане. Каждую постановку реакции сопровождали контролями. В качестве положительного контроля использовали цельнорастворимый антиген R.sibirica  для РСК (производства Пермского НПО "Биомед"), в качестве отрицательного - гетерологические антигены R.prowazekii, Chlamydia psitaci, Coxiella burnetti.

Испытание тест-системы ИФА проведено на антигенах, приготовленных из желточных мешков куриных эмбрионов. Использовали коммерческие цельнорастворимые антигены R.sibirica, R.prowazekii, R.mooseri, Chlamydia psittaci и корпускулярный антиген C.burnetti 2-й фазы, а также экспериментальные серии полученных нами по стандартным методикам цельнорастворимых антигенов R.sibirica музейных штаммов "К-1", "Нецветаев" и авторских штаммов "105/87", "107/87", "24/86", "54/88", "37/89" (депонированы во Всероссийском музее риккетсиозных культур), R.conorii "М-1", R.canada "2678", R.akari "Тогер" и "МК/Каплан", а также корпускулярные антигены R.sibirica штаммов "105/87" и "107/87".

Результаты исследований свидетельствуют, что тест-ситема ИФА работает со всеми использоваными цельнорастворимыми антигенами риккетсий группы КПЛ при отрицательных результатах с гетерологичными антигенами риккетсий групп сыпного тифа и лихорадки Ку, хламидий. Более высокие показатели экстинции получены при исследовании антигенов R.akari (табл.13). Следовательно, разработанная тест-система ИФА для выявления антигенов риккетсий группы КПЛ является группоспецифической, выявляя цельнорастворимые антигены R.sibirica, R.akari, R.conorii в разведениях от 1:200 до 1:1000 (в зависимости от серии) от его рабочего разведения. В РНГА с иммуноглобулиновым эритроцитарным диагностикумом антиген R.sibirica выявляли, как правило, до разведений 1:32-1:64 от рабочего разведения в РСК, т.е. ИФА как минимум в 10-120 раз чувствительнее РНГА при выявлении цельнорастворимых антигенов риккетсий группы КПЛ.

В то же время при исследовании в ИФА корпускулярных антигенов R.sibirica, содержащих по данным МФА большое количество риккетсий (до++++), выявлены лишь слабоположительные результаты. Полученные данные свидетельствуют о том, что тест-система ИФА выявляет антигены преимущественно в расворимой форме. Подтверждением этого является значительное увеличение уровня экстинции при исследовании в ИФА корпускулярного антигена R.sibirica, подвергнутого троекратному воздействию градиента температур (замораживание в жидком азоте с последующим нагреванием при 56\SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"С), в сравнении с необработанным антигеном. Указанная обработка способствует переходу части антигена  в растворимую фазу, что делает его доступным для выявления в ИФА. Необходимо также отметить, что по данным РНГА температурная обработка антигенов в интервале 37-60\SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"С дает резкое снижение гемагглютинирующей активности, а при 60-70\SYMBOL 176 \f "Times New Roman CE"С вызывает полную инактивацию, в то же время как в ИФА эти пробы давали четкий положительный результат.

Таблица 13 

Результаты исследования цельнорастворимых антигенов риккетсий

с использованием иммуноферментной тест-системы для выявления

риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки.

Исследованные антигены риккетсий


Концентрация белка 

по Лоури
Величина экстинции

R.sibirica "Нецветаев"

R.sibirica "К-1"

R.sibirica "107/87"

R.sibirica "105/87"

R.sibirica "37/89"

R.sibirica "11/89"

R.akari "Тогер"

R.akari "МК/Каплан"

R.conorii "М-1"


10,8

8,5

не исследовали

8,3

9,0

не исследовали

13,6

9,6

8,5
0,477-0,770

0,371-0,405

0,432-0,521

0,338

0,553

0,720

0,955-1,679

1,186

0,470-0,800

R.prowazekii

Chlamydia psitaci

Coxiella burnetti


не исследовали

не исследовали

не исследовали
0,080

0,100-0,200

0,100

Результаты сопоставления методов мониторинга риккетсий группы КПЛ и обоснование тактики их применения в очагах клещевого риккетсиоза.

На материалах из очагов в Алтайском крае сопоставлены методы индикации и идентификации риккетсий группы КПЛ (биопробы на морских свинках, РНГА, МФА, ИФА) и обоснована тактика применения ИФА для мониторинга очагов клещевого риккетсиоза. Выбор Алтайского края в качестве модельной территории обусловлен, наряду с высоким уровнем заболеваемости, наличием здесь всех основных ландшафтных типов природных очагов клещевого риккетсиоза и разнообразием видов клещей-переносчиков. В качестве контрольной взята Омская область, свободная по результатам многолетних наблюдений от заболеваний людей этой инфекцией.

В целом по Алтайскому краю в групповых пробах в ИФА исследовано более 7 тысяч иксодовых клещей, их инфицированность R.sibirica составила в среднем 1,7% (от 0,4% до 43,0% по отдельным ландшафтным зонам). В то же время риккетсиофорность клещей по  данным РНГА по краю составила 0,71%, в биопробах - 0,52%. Результаты проведенных исследований свидетельствуют о соответствии результатов исследований клещей по зонам в ИФА эпидемиологическим данным (табл.14), что подтверждает связь эпидемической активности очагов клещевого риккетсиоза с инфицированностью переносчиков. Наиболее высокие показатели инфицированности переносчиков выявлены в зонах Западного и Центрального Алтая, характеризующихся наиболее высокими показателями заболеваемости населения.

Таблица 14

Сравнительные результаты исследования в ИФА переносчиков в сопоставлении с заболеваемостью населения клещевым риккетсиозом в Алтайском крае.

Ландшафтно-эпидемиологическая зона(подзона)
Кол-во исследованных переносчиков
Инфицирован-ность в ИФА (в %)
Заболевае-мость

на 100 тыс. жителей (1990г.)

Типчаково-ковыльная

степь

Лесостепь

Северный Алтай

Центральный Алтай

Западный Алтай

Юго-Восточный Алтай
1324

3638

1316

469

260

210
0,39

1,04

1,7

14,9

43,0

3,4
19,9

28,5

36,4

115,3

231,5

15,9

Всего по Алтайскому

краю


7217
1,7
29,3

Показана возможность скрининга переносчиков с помощью ИФА для последующего выделения штаммов  R.sibirica. Из пяти положительных по ИФА и РНГА пулов клещей D.nuttalli в четырех случаях изолированы штаммы риккетсий, кроме того еще один штамм выделен из пробы, отрицательбной по РНГА, но положительной в ИФА. Установлены преимущества ИФА при исследовании большого количества переносчиков в оперативных целях: высокая производительность при достаточной чувствительности, бысторота получения результатов, особенно в сопоставлении с биопробой. Наиболее результативно применения ИФА, а также других методов микроанализа - МФА и РНГА с иммуноглобулиновым диагностикумом, при использовании индивидуальных экземпляров переносчиков. Вместе с тем, определение инфицированности клещей в ИФА имеет индикационное значение и не исключает применения традиционных риккетсиологических методов выделения и изучения штаммов риккетсий.

При всех сериях постановок ИФА фоновый уровень экстинции при исследовании клещей был ниже уровня отрицательного (гетерологического) контроля.  Высокая информативность позволяют считать иммуноферментный анализ эффективным методом мониторинга риккетсий. Метод может применяться в системе эпидемиологичсеског надзора для массового скрининга антигенов риккетсий в переносчиках, оперативных целей, отбора проб для последующего выделения штаммов, индикации и групповой идентификации риккетсий.

Разработка приемов повышения чувствительности методов выделения риккетсий.

Как свидетельствуют результаты работы, одной из особенностей природных очагов клещевого риккетсиоза в современный преиод является значительное распространение на урбанизированных  территориях штаммов  R.sibirica, отличающихся невысокой вирулентностью и иммуногенностью для морских свинок. Это требует совершенствования методов первичной изоляции и репродукции риккетсий, прежде всего с использованием различных вариантов культур клеток и стимуляторов репродукции.

В связи с относительно невысоким и нестабильным накоплением риккетсий на традиционных лабораторных моделях (морские свинки, белые мыши, куриные эмбрионы) неоднократно предпринимались попытки использования более чувствительных моделей (культуры клеток) или повышения чувствительности существующих, используя различные физические и химические факторы. В 60-е годы для культивирования риккетсий были применены культуры клеток различного происхождения, как первично получаемые, так и перевиваемые (Bozeman F.M. et al., 1956; Schaehter M. et al, 1957; Сомов Г.П., Слонова Р.А., 1965; Голованова А.К. и др., 1968; Кокорин И.Н., 1965). В связи с низкой производительностью рутинного метода культур клеток, даже несмотря на более интенсивное накопление риккетсий, по продуктивности и общедоступности преимущественное значение сохраняет выращивание на куриных эмбрионах (Здродовский П.Ф., Голиневич Е.М., 1972).

В целях повышения чувствительности традиционных моделей накопления риккетсий ранее использовали охлаждение, рентгеновское облучение, безвитаминную диету у животных, циклофосфамид и другие цитостатики и др. (Здродовский П.Ф., Голиневич Е.М., 1972). Известно, что риккетсии группы КПЛ наиболее интенсивно размножаются в условиях пониженного метаболизма клеток хозяина (Stoenner H. et al., 1962; Красник Ф.И., 1966 и др.), в то время как биологически активные вещества преимущественно усиливают метаболизм клеток. В экспериментальных условиях показано влияние на репродукцию риккетсий кортизона (Price M., 1953; Рыбкина Н.Н., 1961; Яблонская В.А., 1963 и др.), дифосфопиридина и коэнзима А (Bovarnick M., Allen E., 1954, 1957; Gilford J., Price M., 1955) и др. Работы по изучению изменений репродукции риккетсий под влиянием химических веществ требуют дополнительного обоснования как в направлении поиска более эффективных стимуляторов, так и выяснения механизмов их действия.

В качестве альтернативных вариантов для первичной изоляции R.sibirica были использованы куриные эмбрионы, культуры клеток ФЭК, СПЭВ, МК-2 в различных модификациях, включая микрокультуры, химические вещества - кандидаты в стимуляторы репродукции риккетсий - гидрокортизон, инсулин, пиридоксин, фтористый натрий.

Несмотря на более высокую чувствительность в сопоставлении с морскими свинками, первичная изоляция риккетсий на куриных эмбрионах была затруднена в связи со значительной контаминацией переносчиков посторонней микрофлорой. Тем не менее, с использованием куриных эмбрионов из пробы клещей D.nuttalli, отрицательной в РНГА и положительной в ИФА, выделен штамм R.sibirica "37/89-Горный", депонированный в Национальном музее риккетсиальных культур. Куриные эмбрионы остаются наиболее продуктивной моделью для накопления биомасс риккетсий группы КПЛ для их последующего генетического (рестрикционный анализ ДНК) иследования и анализа антигенной структуры, особенно при использовании биостимуляторов.

Эксперименты по применению биостимуляторов для повышения репродукции риккетсий проведены на пятисуточных куриных эмбрионах с оценкой степени накопления R.sibirica и R.conorii в МФА и по методу П.Ф.Здродовского. В качестве предлагаемых стимуляторов репродукции риккетсий испытаны фтористый натрий (1 мг на куриный эмбрион), гидрокортизон (5 мг), инсулин (4 ЕД), пиридоксин (10 мг). Использованы овокультуры R.sibirica (штаммы "105/87" и "107/87", R.conorii (штамм "МК-1"). Для заражения куриных эмбрионов использованы желточные мешки с относительно небольшим накоплением риккетсий (на + или ++). В качестве основного критерия использовали процент куриных эмбрионов с накоплением риккетсий на ++ и более, поскольку такие желточные мешки используют для получения антигенных препаратов.

Наиболее эффективно влиял на репродукцию риккетсий в развивающихся куриных эмбрионах фтористый натрий. При заражении R.sibirica  контрольных (без NaF) куриных эмбрионов накопление риккетсий на ++ и более отмечено в 13,0%, с фтористым натрием, вводимым вместе с овокультурой - в 44,0%, при заражении овокультурой R.conorii в контрольных (без стимулятора) куриных эмбрионах накопление риккетсий на ++ не отмечено, с фтористым натрием - в 16,7%. Фтористый натрий угнетает метаболизм клеток за счет снижения гликолиза при фосфорилировании (Здродовский П.Ф., Голиневич Е.М., 1972). По нашим данным он вызывает также удлинение сроков выживания куриных эмбрионов, что, надо полагать, также способствует более эффективному накоплению риккетсий. В доступной нам литературе данных по влиянию фтористого натрия на накопление R.sibirica  и R.conorii в желточных мешках куриных эмбрионов выявить не удалось. Методический подход по использованию фтористого натрия для увеличения выхода биомассы риккетсий данных видов на куриных эмбрионах был использован для более эффективного получения цельнорастворимых антигенов штаммов  R.sibirica  "105/87" и "107/87", R.conorii  "МК-1". Применение в качестве возможных биостимуляторов инсулина, гидрокортизона, пиридоксина (витамина В6) в выбранных дозировках не дало выраженного увеличения выхода биомассы риккетсий.

Для повышения эффективности первичной изоляции риккетсий из клещей с помощью культур клеток отрабатывались различные модификации культур клеток МК-2 (в микрокультурах - в лунках планшетов для иммунологических реакций, в пеницилиновых флаконах) и состав культуральных сред, включая биологически активные вещества (дифосфопиридиндинуклеотид, фтористый натрий, гидрокортизон), различные варианты и дозы антибиотиков. В серии экспериментов по отработке методики микрокультур клеток (11 опытов) проведен подбор оптимальной концентрации клеток МК-2 для посадки на пластиковую микропанель (450-500 тысяч клеток/мл посадочной среды). В опытах по инфицированию клеток были использованы штаммы R.sibirica "Нецветаев", "54/88" и "10/91". Все штаммы предварительно культивировали на куриных эмбрионах, для заражения культуры клеток в лунках планшетов для иммунологических реакций (микрокультура клеток) использовали желточные мешки с накоплением риккетсий на ++ или +++. Отработаны ростовая и поддерживающая питательные среды (на основе вреды Игла). Проведен подбор доз антибиотиков, не оказывающих существенного влияния на репродукцию риккетсий. В поддерживающую среду добавляли пенициллин, пенициллин в сочетании со стептомицином, канамицин в концентрациях 100, 200, 500, 1000 и 2000 ЕД/мл (9 опытов). При этом установлено, что выбранные антибиотики в концентрациях от 100 до 1000 ЕД/мл не вызывают заметного торможения репродукции риккетсий и могут быть использованы при первичной изоляции риккетсий из естественно инфицированных переносчиков. Методом микрокультуры было исследовано 425 экземпляров иксодовых клещей. При этом установлено, что метод может использоваться для скрининга переносчиков, экспериментальных работ с риккетсиями, но мало пригоден для первичной изоляции риккетсий. Это связано с возможностью контаминации из лунки в лунку, невозможности перевести на другие модели без предварительного распассирования не менее чем в 5 лунках.

Значительная часть этих недостатков устраняется при использовании метода культуры клеток на покровном стекле в пенициллиновых флаконах: не происходит контаминации проб друг от друга, количество накопленного возбудителя достаточно для переноса на другие модели. 26 флаконов с этой модификацией культур клеток были заражены суспензиями из отдельных экзепляров переносчиков, положительных по данным МФА. Через 7-9 дней инфицированные клетки перепассировались на куриные эмбрионы, в 19 пробах с помощью МФА обнаружены риккетсии.

В серии экспериментов на микрокультуре клеток МК-2 подтверждены ранее полученные на куриных эмбрионах результаты, свидетельствующие о наибольшей эффективности применения для репродукции R.sibirica фтористого натрия, установлено стимулирующее влияние на репродукцию риккетсий в культурах клеток гидрокортизона.

На материалах из природных очагов показана перспективность использования гидрокортизона для первичной изоляции слабовирулентных штаммов R.sibirica на морских свинках (штаммы "9/89-Сузун", "81/88-Алтай" и др.). Результаты проведенных исследований свидетельствуют о возможности использования в качестве альтернативных моделей для первичной изоляции и репродукции R.sibirica куриных эмбрионов с фтористым натрием и морских свинок, обработанных гидрокортизоном.

Полученные данные позволяют считать метод культуры клеток на покровном стекле перспективным для первичной изоляции риккетсий группы КПЛ из отдельных экземпляров переносчиков. Метод микрокультуры клеток в пластиковых панелях менее пригоден для этой цели, но удобен для изучения влияния различных химических факторов (антибиотики, стимуляторы репродукции и др.). Полученные результаты свидетельствуют также о перспективности исследований по повышению чувствительности методов первичной изоляции и репродукции риккетсий с помощью биостимуляторов.

Использование методов микроанализа для идентификации штаммов риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки.

Для идентификации штаммов группы КПЛ из районов Сибири использован комплекс иммунологических и генетических методов. Для группоспецифической идентификации использовали микромодификацию РСК с сыворотками крови морских свинок и цельнорастворимыми антигенами музейных и оригинальных штаммов R.sibirica, R.conorii и R.akari МФА с корпускулярными антигенами (мазки-отпечатки желточных мешков), ИФА, РНГА с иммуноглобулиновым диагностикумом для выявления риккетсий группы КПЛ, для видовой идентификации - РСК с сыворотками мышей СВА, рестрикционный анализ ДНК риккетсий. Получены данные об отличиях активности цельнорастворимых антигенов различных видов риккетсий группы КПЛ, в частности R.sibirica,  R.conorii и R.akari в ИФА, РСК и РНГА с иммуноглобулиновым диагностикумом, а также антигенов различных штаммов R.sibirica в ИФА. Так, несмотря на то, что в ИФА положительно реагировали все использованные антигены риккетсий этой группы, т.е. в ИФА осуществлялась группоспецифическая идентификация наиболее высокие показатели получены с антигенами R.akari, близкие результаты получены в РСК с сыворотками крови морских свинок (табл.15). В то же время при исследовании антигенов R.akari в РНГА с иммуноглобулиновым диагностикумом для выявления риккетсий группы КПЛ получены отрицательные результаты в начальных разведениях, в отличии от антигенов R.sibirica (титры в РНГА 1:32 - 1:128), что может использоваться для межвидовой дифференциации. Разработан "Способ дифференциации риккетсий вида R.akari от R.sibirica" (А.с. № 1756358. Авторы Н.В.Рудаков, С.Н.Шпынов - Бюл.изобретений, 1992 - № 31), позволяющий упростить и ускорить идентификацию штаммов.

Таблица 15

Сопоставление результатов титрования цельнорастворимых антигенов в РСК, РНГА и ИФА
Исследуемый антиген
Титр антигена в РСК
Титр антигена в РНГА
Величина экстинции в ИФА

R.sibirica "Нецветаев"

R.sibirica "К-1"

R.sibirica "107/87-Алтай"

R.sibirica "11/89-Сузун"

R.akari "Тогер"

R.akari "Каплан"
1:2

1:2

1:2

1:2

1:2 - 1:4

1:4
1:128

1:128

1:64

1:32

отрицат.

отрицат.
0,477 - 0,770

0,371 - 0,405

0,402 - 0,521

0,720

0,955 - 1,679

1,186

С помощью РСК в модификации с набором антигенов риккетсий группы КПЛ и сывороток крови мышей СВА и рестрикционного анализа ДНК риккетсий проведена идентификация 8 штаммов риккетсий из районов Западной Сибири. Все они отнесены к R.sibirica, 7 из них депонированы в Национальном музее риккетсиальных культур (НИИЭМ им.Н.Ф.Гамалеи РАМН). В дальнейшем эти данные дополнены результатами генетического изучения ДНК риккетсий этих штаммов (Балаева Н,М. и др., 1993,1994). Полученные данные подтверждают принадлежность изученных штаммов к R.sibirica и свидетельствуют о высокой консервативности генома этого возбудителя. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В последние десятилетия существенно изменились представления о распространении и экологии риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки (КПЛ), к которой относится возбудитель клещевого риккетсиоза (КР)- Rickettsia sibirica. Продолжающийся с 1979 года рост заболеваемости КР- важнейшим представителем этой группы в России и сопредельных территориях позволяет отнести его к группе возвращающихся (reemerging) инфекций. На основе развития популяционного направления в изучении экологии риккетсий группы КПЛ нами получен ряд новых данных о закономерностях существования очагов КР, механизмах сохранения риккетсий в переносчиках, количественных и качественных характеристиках риккетсий группы КПЛ, циркулирующих в Азиатской части России и Казахстане.

Целью данной работы являлось обобщение 20 летних результатов изучения очагов КР с акцентом на полученные в последние годы принципиально новые данные, существенно меняющие эпидемиологические и клинические подходы к этой инфекции.

Работа базируется на анализе данных официальной регистрации КР в РФ за всю историю изучения (более 60 лет), данных лабораторного исследования более 60 тысяч экземпляров переносчиков, генотипического изучения и характеристики биологических свойств 21 штамма R.sibirica, результатах применения для выявления и изучения риккетсий  традиционных и новых риккетсиологических методов (биопробы на морских свинках, хомячках, куриных эмбрионах, культурах клеток, реакции связывания комплемента (РСК), реакция непрямой гемагглютинации с иммуноглобулиновым эритроцитарным диагностикумом (РНГА), иммуноферментный анализ (ИФА) с разработанной нами тест-системой, метод флюоресцирующих антител (МФА), клещевая экспериментальная модель и др.). Анализ антигенной структуры риккетсий был проведен в реакции непрямой иммунофлюоресценции (РНИФ) с набором поликлональных антител (ПКА) и моноклональных (МКА) антител (U-28- к группоспецифическому липополисахариду, 3D5E6F6F6- к R.sibirica и R.slovaca, 10D2B9- к R.slovaca и R.conorii, U-14 – к R.conorii). Для генотипического изучения риккетсий на первом этапе использовали метод анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов ДНК (ПДРФ) с использованием эндонуклеаз EcoR1, Pst1, Pvu2, Bg2, Xba1, Hind3, Msp1 и метода геномной дактилоскопии с клонированным Hind-3 фрагментом риккетсий Провачека, PBH2, в дальнейшем анализ проведен на основе ПДРФ амплифицированной ДНК (аДНК) в полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Клещевой риккетсиоз зарегистрирован на 16 административных территориях Сибири и Дальнего Востока, а также в Северном и Восточном Казахстане. По данным последних лет наиболее высокие показатели заболеваемости отмечены в Алтайском крае, Еврейской АО, республиках Алтай и Хакасия (более 30 на 100 тыс. населения), в Красноярском крае, республике Тыва, Хабаровском и Приморском краях, Амурской области (около 10 на 100 тыс. населения). При анализе по регионам наиболее высокие показатели заболеваемости КР отмечены в Дальневосточном регионе –7,8 на 100 тыс. (от 6,7 до 8,4 в отдельные годы) и в Западной Сибири – 7,2 (6,7-7,7). При анализе динамики заболеваемости по регионам за 1985-1996 гг. отмечено, что в 1985-1986 гг. наиболее высокие показатели на 100 тысяч населения регистрировались в Восточно-Сибирском регионе, в 1987-1994 гг. – в Западно-Сибирском регионе и в 1995-1996 гг.- в Дальневосточном регионе.

За более чем 60-летнюю историю изучения КР неоднократно отмечались периоды с различной эпидемической активностью очагов, свидетельствующие о цикличности эпизоотического процесса этой инфекции. Однако, в отличие от предшествующих периодов, с 1979 г. наблюдается непрекращающийся рост заболеваемости с ростом показателей более чем в 8 раз, преимущественно за счет Западной Сибири (Алтай) и Дальнего Востока.

В современный период продолжается формирование нозоареала КР, что проявляется в частности выявлением новых эпидемически активных очагов в Новосибирской , Тюменской, Курганской областях.  

В качестве переносчиков возбудителя КР наибольшее эпидемиологическое значение имеют клещи подрода Serdjukovia рода  Dermacentor (D.nuttalli, D.marginatus, D.silvarum) и Haemophysalis (преимущественно H.concinna). Генетически верифицированная R.sibirica выявлена преимущественно в клещах D.marginatus (Западная Сибирь), D.nuttalli (горные степи и лесостепи Западной и Восточной Сибири), D.silvarum и H.concinna (Дальний Восток, некоторые территории юга Сибири). Их инфицированность по данным биопроб по регионам отличалась и составляла для D.marginatus- 1,15 % (Алтайский край), для D.nuttalli –2,75  % (Красноярский край), 0,97 % (республика Алтай), 0,52 % (Читинская область), 0,35 % (Бурятия), для D.silvarum- 0,5 % (Амурская область), 0,26 % (Алтайский край), 0,2 % (Приморский край), для H.concinna- 1,39 % (Амурская область), 0,72 % (Алтайский край), 0,66 % (Приморский край), 0,65 % (Хабаровский край), 0,26 % (Кемеровская область). Не установлено четкой корреляционной связи между инфицированностью переносчиков R.sibirica по данным биопроб  на морских свинках и заболеваемостью КР как в территориальном, так и во временном аспектах.

Изучение коллекции патогенных для морских свинок штаммов R.sibirica, выделенных в различных частях нозоареала (Западная и Восточная Сибирь, Дальний Восток), в различные временные периоды (40-е – 90-е годы), из различных источников (кровь больных, иксодовые клещи четырех видов), показало их идентичность по генотипу и антигенным характеристикам с (МКА) к риккетсиям группы КПЛ. Вместе с тем указанные штаммы существенно отличались по вирулентности и иммуногенным свойствам. Сравнение различных методов первичной изоляции и культивирования риккетсий клещевого биотипа, в том числе и различных модификаций культур клеток, показало их недостаточную эффективность для изучения слабо- и авирулентных риккетсий. Метод биопроб на морских свинках позволяет выявлять только вирулентную часть популяций риккетсий, гомогенную по результатам генетического исследования и анализа антигенной структуры с МКА, т.е. выявлять риккетсии с генотипом и серотипом R.sibirica соответственно. Указанное диктует необходимость исспользования новых подходов для оценки количественных и качественных изменений популяций риккетсий в природных очагах.

В связи с тем, что инфицированность переносчиков является одним из показателей, наиболее часто используемых для оценки активности природных очагов, нами проведено изучение в МФА риккетсиофорности клещей 6 видов на территориях с различным уровнем заболеваемости клещевым риккетсиозом. Наиболее высокие показатели по регионам выявлены при исследовании переносчиков в Центральном Казахстане (43,5 %) при отсутствии заболеваемости клещевым риккетсиозом. Зараженность D.daghestanicus была выше, чем D.marginatus. В Омской области, также с отсутствием случаев КР, инфицированность переносчиков была сопоставима с таковой на территориях Красноярского и Алтайского краев с высоким уровнем заболеваемости. В Тюменской области с низким риском заражения населения возбудителем КР инфицированность переносчиков не отличалась от данных по территориям со средним (Иркутская область) и высоким (республика Алтай) риском заражения. По результатам однофакторного дисперсионного анализа не определяются значимые различия между показателями индивидуальной инфицированности переносчиков в зонах с различным риском заражения населения.

Проведено также сравнительное изучение антигенной структуры риккетсий группы КПЛ на контрастных по эпидемиологическим параметрам территориях с использованием методов, позволяющих выявлять различные антигенные компоненты риккетсий- корпускулярные антигены (МФА с ПКА), растворимые антигены (ИФА), гемагглютинин (РНГА). При этом определены отличия в антигенной структуре циркулирующих штаммов. Для территорий с высокими показателями заболеваемости КР (республика Алтай) была отмечена значительная инфицированность по результатам всех трех методов (от 60,4 % в РНГА до 86,2 % в ИФА). На территориях с отсутствием регистрации КР при достаточно высоких показателях в ИФА и МФА результаты РНГА были существенно ниже. Возможно, это определяется отличиями в антигенной структуре R.sibirica и риккетсий группы КПЛ, циркулирующих на территориях с отсутствием заболеваемости КР. В результате проведенных исследований впервые была установлена значительная инфицированность риккетсиями группы КПЛ, выявляемая при помощи МФА и ИФА, на территориях с отсутствием случаев этой инфекции.

Полученные результаты побудили расширить поиск дополнительных переносчиков и путей циркуляции отличающихся от R.sibirica апатогенных представителей группы КПЛ.

Проведены исследования мелких диких млекопитающих, нидиколов гнезд птиц и млекопитающих из числа мезостигматных клещей, пастбищных иксодид, кровососущих двукрылых, кошачьих блох и непаразитирующих фаз наземных краснотелковых клещей собранных в различных ландшафтных зонах Западной Сибири (Новосибирская,Омская область) на наличие риккетсий группы КПЛ с применением МФА и ИФА. 

В подзоне южной тайги риккетсии группы КПЛ выявлены в МФА в клещах Hypoaspis (Pn.) marginepilosa из гнезда Clethrionomys sp., а также в 7,8 % у нимф и в 18,7 % у личинок Ixodes trianguliceps и единично у нимф и личинок Ix.apronophorus, собранных с грызунов и насекомоядных. При исследовании селезенок мелких диких млекопитающих положительные результаты в ИФА получены в 4,3 % у красных полевок (Cl.rutilus) и в 3,4 % у бурозубок (p.Sorex). В подзоне лесостепи риккетсии группы КПЛ обнаружены в нимфах Eulaelaps stabularis, Hirstionyssus isabellinus, Hi.gudauricus из гнезд узкочерепных полевок (Microtus gregalis), в клещах Ix.lividus из гнезд береговых ласточек (Riparia riparia). В зоне степи риккетсии группы КПЛ обнаружены в клещах Eu.stabularis, Haemagamasus ambulans, Androlaelaps glasgowi, Macrocheles matrius из гнезд узкочерепных полевок. Кроме того методом флюоресцирующих антител выявлены риккетсии группы КПЛ у кошачьих блох (Ctenocephalides felis) собранных с домашних кошек в г. Омске.

Все выявленные из полевого материала агенты можно характеризовать как неидентифицированные риккетсии группы КПЛ. Обнаружение риккетсий у имаго, нимф и личинок Ix.trianguliceps, собранных с грызунов и насекомоядных, может свидетельствовать об устойчивых экологических связях между мелкими дикими млекопитающими, иксодовыми клещами и риккетсиями данной группы. Особый интерес представляют находки риккетсий группы КПЛ в клещах Ix.lividus собранных из гнезд береговых ласточек, миграционные связи которых просматриваются с весьма отдаленными территориями (Индия). Обнаружение неидентифицированных риккетсий у кошачьих блох не исключает возможности выявления новых видов риккетсий, в частности R.felis- нового представителя риккетсий группы КПЛ, описанного в США. 

Полученные данные свидетельствуют о возможности существования ранее неизвестных путей циркуляции риккетсий группы КПЛ на неэндемичных по клещевому риккетсиозу территориях.

Для дальнейшей оценки антигенной структуры циркулирующих штаммов риккетсий положительные по данным гемоцитового теста в МФА с ПКА экземпляры иксодовых клещей с контрастных по эпидемиологическим характеристикам территорий (Алтайский край, Омская область, Карагандинская область Казахстана) были исследованы в МФА с МКА к риккетсиям группы КПЛ. При этом выявлены существенные отличия этих агентов не только по антигенной структуре, но и трансовариальной (ТОП) и трансфазовой (ТФП) передаче, а также по вирулентности.

Наибольшая гетерогенность риккетсий по всем изученным параметрам выявлена в наиболее напряженных очагах в республике Алтай. Здесь в клещах D.nuttalli, D.silvarum и H.concinna доминируют неидентифицированные по поверхностным мембранным белкам (rOmpA) риккетсии группы КПЛ, антигены которых реагировали только с ПКА и МКА к группоспецифическому липополисахариду риккетсий. Среди идентифицированных вариантов преобладает R.slovaca , реже встречались R.sibirica и R.conorii complex - подобные варианты риккетсий.
В Омской области в клещах D.reticulatus преобладает антигенный вариант R.sibirica, реже встречается вариант R.slovaca. В клещах D.marginatus, напротив, преобладает антигенный вариант R.slovaca, реже встречается R.sibirica. Часть штаммов с данным набором МКА идентифицировать не удалось.

В Карагандинской области установлено абсолютное преобладание риккетсий, которые не реагируют с МКА к группоспецифическому липополисахариду риккетсий группы КПЛ.

Полученные нами результаты позволяют предположить, что наряду с R.sibirica на обследованных территориях вероятно распространение других видов риккетсий группы КПЛ, генетические характеристики которых требуют дополнительного изучения. По данным, полученным в Марселе Е.Б. Рыдкиной, в клещах D.nuttalli, собранных нами в республике Алтай, выявлено два новых генотипа риккетсий группы КПЛ.

Полученные результаты свидетельствуют, что отличающиеся от R.sibirica по антигенным характеристикам, уровню вертикальной передачи и вирулентности риккетсии группы КПЛ занимают существенное место в структуре популяций риккетсий как на территориях с высоким уровнем заболеваемости КР, так и на территориях с отсутствием заболеваемости этой инфекцией.

В связи с отсутствием эффективных методических подходов для изучения авирулентных риккетсий клещевого биотипа и особенностей их экологии (тесные экологические и эволюционные связи с иксодовыми клещами) для получения новых данных о структуре их популяций нами была использована клещевая экспериментальная модель в сочетании с методами индикации и идентификации. Моделирование естественного цикла репродукции иксодид позволило выявить гетерогенность риккетсий по уровню вертикальной передачи, антигенным свойствам, вирулентности, а также изменение антигенной структуры риккетсий в зависимости от фазы метаморфоза переносчиков. 

При изучении спонтанно инфицированных имаго D.nuttalli из эпидемически активного очага КР в республике Алтай были выявлены различия уровня вертикальной передачи возбудителя, наиболее выраженные в первой генерации клещей: диапозон ТОП составил 10,0-100,0 %, ТПФ-6,0-100,0 %. Из изученных 13 экспериментальных линий D.nuttalli  только в 3-х линиях удалось получить 3 и более генерации клещей. В этих линиях D.nuttalli отмечается увеличение доли инфицированных личинок и нимф из поколения в поколение.

 Установлен также феномен значительного повышения концентрации риккетсий после питания голодных переносчиков. На основании результатов однофакторного дисперсионного анализа в двух линиях D.nuttalli выявлены достоверные различия между уровнем накопления риккетсий в личинках и нимфах, а также в преимагинальных стадиях клещей этих же линий до и после кровопитания.

Анализ антигенной структуры риккетсий, пассировавшихся в различных экспериментальных линиях D.nuttalli, показал их отличие как от штаммов R.sibirica, так и между собой. Также было выявлено изменение антигенной структуры риккетсий в зависимости от фазы метаморфоза переносчика: риккетсии, содержащиеся в клещах личиночной стадии по результатам МФА с использованием МКА, как правило, не имели поверхностных белковых антигенных детерминант (rOmpA) риккетсий группы КПЛ. Риккетсии экспериментальных линий D.nuttalli, в которых удалось получить 3-5 последовательных генераций иксодид, были авирулентны для морских свинок. Они не только не вызывали клинической картины КР, но и не давали сероконверсии в РСК к антигену R.sibirica. Следовательно, клещевая экспериментальная модель является эффективным методом культивирования (и возможно селекции) авирулентных риккетсий группы КПЛ.

Впервые экспериментально показана принципиальная возможность интерференции между авирулентными и вирулентными штаммами риккетсий группы КПЛ в азиатской части бывшего СССР в условиях интерцеломального заражения спонтанно инфицированных авирулентными риккетсиями Казахстанского биотипа генетически идентифицированным вирулентным Алтайским штаммом R.sibirica. Указанный феномен может оказывать существенное влияние на циркуляцию различных по антигенным и вирулентным свойствам риккетсий группы КПЛ и степень эпидемического проявления очагов КР.

 Впервые выявлены выраженные отличия изолированных в эпидемически активных очагах КР и на территориях с отсутствием заболеваемости этой инфекцией риккетсиальных агентов по вирулентности, антигенным и иммуногенным характеристикам, уровню трансовариальной и трансфазовой передачи, а также их гетерогенность по перечисленным признакам в каждом из конкретных очагов. Впервые на территориях с отсутствием заболеваемости КР и в эпидемически активных очагах этой инфекции выявлены и изучены авирулентные представители группы КПЛ, три из которых депонированы во Всероссийском музее риккетсий.

Проведенные исследования существенно дополнили представления о структуре популяций риккетсий в очагах клещевого риккетсиоза и ареалах риккетсий группы КПЛ в азиатской части России и Казахстане, что имеет большое значение для эпидемиологической характеристики очагов. Популяционные характеристики риккетсий являются одними из основных факторов, влияющих на эпидемическую активность очагов клещевого риккетсиоза.

В результате исследований разработаны новые методологические и методические подходы к изучению популяций риккетсий в природных очагах клещевого риккетсиоза с различной эпидемической активностью.
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