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ВВЕДЕНИЕ
Иксодовые клещевые боррелиозы – группа наиболее распространенных природно-очаговых трансмиссивных инфекций в России. В последние годы существенно расширились представления о распространении сочетанных очагов трансмиссивных клещевых инфекций вирусной, риккетсиозной, бактериальной и протозойной природы в Российской Федерации, и  в том числе в Западно-Сибирском регионе. Наиболее распространенными среди природно-очаговых болезней являются клещевой энцефалит (КЭ) и иксодовые клещевые боррелиозы (ИКБ). Основными переносчиками боррелий являются те же виды клещей, что и для КЭ. В ряде случаев клещи могут быть инфицированы тем и другим патогенами, что ведет к возникновению микст-инфекций у человека. В настоящее время регистрируемая заболеваемость клещевыми боррелиозами в Российской Федерации достигла уровня заболеваемости КЭ. Клещевой риккетсиоз также расширяет свои границы. Установлена широкая циркуляция в России R.sibirica, R.slovaca, R.heilongjiangensis, а также обнаружен ряд новых риккетсий из группы клещевой пятнистой лихорадки с неустановленной патогенностью (Рудаков Н.В., 2002). Недавно на территории РФ в пределах ареала КЭ обнаружены очаги и выявлены больные гранулоцитарным и моноцитарным эрлихиозами человека (Коренберг Э.И., 1999, Шпынов С.Н., 2002). В литературе последних лет есть также указания на возможность возникновения случаев бабезиоза и микст-инфекции КЭ и бабезиоза (Семенов В.А., 2003). Возрастанию интереса к этой группе инфекций способствовал резкий рост заболеваемости клещевым энцефалитом, иксодовыми клещевыми боррелиозами, клещевым риккетсиозом и  появлению «новых» для России «клещевых» инфекций. Вместе с тем, несмотря на растущий объем информации о клещевых инфекциях на территории России, верифицируется лишь часть клещевых инфекций, этиология ряда из них остается нерасшифрованной. Их выявление стало возможным только в связи с совершенствованием методов лабораторной диагностики, однако именно аспекты лабораторного выявления заболеваний и подтверждение диагнозов до настоящего времени представляют наибольшую проблему для здравоохранения. 

Показания к использованию медицинской технологии. Дифференциальная лабораторная диагностика и экстренная профилактика инфекций, передающихся иксодовыми клещами у лиц, обратившихся с присасыванием клещей.

Противопоказания к использованию медицинской технологии. Противопоказаний нет.

Материально-техническое обеспечение. Для осуществления медицинской технологии используются коммерческие тест-системы, предназначенные для выявления антигенов (или ДНК возбудителей) и антител в сыворотке крови человека и/или переносчике. Оборудование, необходимое для проведения серологических и молекулярно-биологических исследований.
ОПИСАНИЕ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНОЛОГИИ
Алгоритм проведения лабораторно-диагностических мероприятий в условиях сочетанности природных очагов Западной Сибири
На территории Западной Сибири установлено наличие смешанных природных очагов различных инфекций с трансмиссивным механизмом передачи, в связи с чем увеличивается риск заражения людей одновременно несколькими клещевыми патогенами, усложняется лабораторная диагностика, требуется разработка комплексного подхода к проведению профилактических мероприятий.

Большой опыт по профилактике клещевых инфекций накоплен в лаборатории клещевых боррелиозов и паразитозов Омского НИИ природно-очаговых инфекций. В работе используется принцип комплексной  экспресс-индикации возбудителей в снятых с людей иксодовых клещах и специфической профилактики, в зависимости от результатов исследования. Разработаны алгоритмы проведения диагностических и профилактических мероприятий в отношении комплекса клещевых инфекций (схема 1). 

С целью своевременного и эффективного проведения специфических профилактических мероприятий важная роль принадлежит экспресс-диагностике различных патогенов в снятом переносчике (в течение 3 суток от момента присасывания). Для этих целей применяются методы обнаружения ДНК или антигенов возбудителей ряда инфекций. 

Для выявления антигена вируса КЭ в клещах применяется метод ИФА или ПЦР, боррелии обнаруживают с применением темнопольной микроскопии, РНИФ или ПЦР, анаплазмы, эрлихии, бабезии и риккетсии группы клещевой пятнистой лихорадки выявляют при помощи ПЦР с различными наборами праймеров.

Схема 1
Алгоритм обследования лиц, обратившихся с присасыванием клеща
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Если клещ не сохранился или не подлежит исследованию вследствие неправильного сохранения, с целью ранней индикации возбудителей инфекций в организме пациента может быть исследована кровь или биоптат из места присасывания клеща методом ПЦР. В случае получения положительного результата, показано проведение экстренных профилактических мероприятий (введение специфического гамма-глобулина, антибиотикопрофилактика). Если результат исследований отрицательный, может быть проведено повторное исследование сыворотки крови с интервалом 7-10 дней. 

Алгоритм лабораторной диагностики ИКБ
Достоверным лабораторным подтверждением диагноза считается не менее чем 4-х кратное нарастание титров антител при исследовании парных сывороток, полученных с интервалом не менее 3-4 недель. С целью более раннего подтверждения диагноза и своевременного проведения этиотропной терапии предложена схема проведения лабораторной диагностики клещевых инфекций у лиц, заболевших после присасывания клеща. Обязательным является двукратное серологическое обследование каждого больного: первая проба – в начале заболевания (при поступлении в стационар), вторая проба – через 14-20 дней. 

Лабораторная диагностика боррелиозной инфекции включает в себя ряд тестов, как прямых (микроскопический, культуральный и ПЦР методы), так и непрямых – серологических (иммунофлуоресцентный, иммуноферментный, иммунный блоттинг) методов.

Прямые микроскопические методы исследований позволяют обнаружить боррелии в различных материалах: спинно-мозговая жидкость, кровь, синовиальная жидкость, биоптаты тканей. Микроскопические методы позволяют определить морфологию возбудителя, но не его биологические свойства. При микроскопии биоптатов тканей используется метод импрегнации серебром. Может использоваться электронная или флуоресцентная микроскопия. Концентрация боррелий в тканях очень низкая, поэтому микроскопические методы не позволяют обнаружить их в исследуемом материале. Низкая диагностическая ценность прямой микроскопии ограничивает ее широкое применение у больных.

Изоляция возбудителя возможна путем культивирования на специальных средах (BSK-II) из любого биологического материала (крови, ликвора, внутрисуставной жидкости и т.д.), но из-за малой его концентрации в органах и тканях и трудностей выращивания до сих пор не имеет широкого практического применения, хотя и привлекает внимание исследователей. По данным зарубежных авторов культуральный кожный тест обеспечивает подтверждение активной инфекции у 88% пациентов с клинически диагностированной мигрирующей эритемой. Выделение же спирохет из крови удается лишь у 3-10% обследованных, ликвора – 15-20%, внутрисуставной жидкости – 20-25%.

В последние годы все большее значение в диагностике инфекционных заболеваний придается ПЦР, являющейся прямым доказательством наличия в крови больных ДНК возбудителя. Метод обладает высокой специфичностью и чувствительностью. Он необходим не только для диагностики самого заболевания, но и выявления фазы патологического процесса, является ориентиром для проведения адекватного лечения и контроля его эффективности. Однако первичная структура одних и тех же генных локусов у различных геновидов боррелий отличается большой степенью гетерогенности. Это обстоятельство накладывает  определенные ограничения на выбор мишени для ПЦР, и, следовательно, на подбор праймеров такой структуры, которая бы гарантировала высокую специфичность. 

Наиболее широкое распространение из лабораторных методов получила серодиагностика. Характеризуя серологические реакции, применяемые для диагностики ИКБ, В.Н.Крючечников и Э.И.Коренберг (1998) подчеркивают, что, несмотря на их различные варианты в конечном итоге они сводятся к обнаружению специфических антител IgM и IgG классов. Наряду с распространенными нарастание титраибири. тикаледований апробированы отчественные тест-системы для серологической верификации ГАЧ и иммуноферментными и иммуно-флуоресцентными методами используется иммуноблот, позволяющий одновременно определять антитела к нескольким антигенам, что делает его в определенных условиях более привлекательным. 

В настоящее время в России применяют непрямую реакцию иммунофлуоресценции (нРИФ) с использованием корпускулярного антигена Ip21 (B.afzelii) производства НИИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи, все шире применяется иммуноферментный анализ (ИФА). Результаты серологического обследования зависят от многих факторов, где большое значение имеют сроки обследования, варианты болезни, наличие антибактериальной терапии. Антитела у больных появляются сравнительно поздно. По данным некоторых авторов лишь на 3-6 неделе после заболевания сероконверсия отмечается у большинства обследованных. Образование IgM предшествует появлению IgG. На ранних стадиях уровень антител в крови больных повышается достаточно медленно, что является особенностью боррелиозной инфекции, а чувствительность серологических тестов не позволяет выявить в это время их низкое количество. В острой стадии у пациентов с МЭ антитела обнаруживаются в 20-30% случаев,  при безэритемной форме  положительные результаты наблюдаются несколько чаще. По мере прогрессирования заболевания возрастает число сероположительных результатов. Наиболее активно выработка антител класса G происходит при диссеминации возбудителей, а также у пациентов с хроническим течением ИКБ. 
Чувствительность НРИФ позволяет принимать за положительных результат разведение сыворотки 1:40 и выше. При обнаружении в сыворотке крови диагностически значимых титров антител, или их 4-х кратное нарастание (что, к сожалению, бывает не более чем в 5% случаев) – результат оценивается как положительный, подтверждающий боррелиозную инфекцию (схема 2). 
С помощью НРИФ достаточно трудно оценить эффективность проведенного этиотропного лечения, т.к. даже после элиминации возбудителей титры специфических антител сохраняются на прежнем уровне относительно долго (3-6 месяцев). Часто у переболевших, у которых в начале заболевания результат НРИФ расценивался как отрицательный, затем регистрируется нарастание титров антител, что не связано с персистенцией возбудителя, а является результатом запаздывания иммунного ответа.
Схема 2

Интерпретация полученных результатов
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Использование для ИФА рекомбинантных антигенов обусловливает высокую степень специфичности теста. Преимущество ИФА перед  РНИФ заключается в возможности объективной оценки полученных результатов. По нашим данным чувствительность РНИФ при определении суммарных антител составила 74,0+3,1%, специфичность 56,4+3,5%. В ИФА при определении антител класса G и M чувствительность составила 85,3+2,5% и 76,4+3,0%, а специфичность 63,5+3,4% и 84,3+2,6% соответственно. Таким образом, метод РНИФ с использованием корпускулярного антигена оказался менее специфичным (р<0,05)  и менее чувствительным (р<0,05), чем ИФА с использованием рекомбинантных антигенов.  Таким образом, в настоящее время именно эти две реакции являются основными методами в серологической диагностике ИКБ.

Определение антител к белкам боррелий является основным способом лабораторной диагностики боррелиозов. Интерпретация результатов серологического исследования при отсутствии эпидемиологического анамнеза и стертой клинической картине заболевания существенно осложняется. Кроме того, жители эндемичных по ИКБ территориям нередко являются серопозитивными, поэтому частота обнаружения антител в крови пациентов может быть значительной. По нашим данным до 20-40% заболевших клещевыми инфекциями имеют положительные результаты РНИФ к боррелиям. В этой связи необходимо проведение подтверждающих тестов для установления истинного диагноза.

В США и Европе в течение последнего десятилетия широко используют двухшаговый метод серологической диагностики боррелиозов (Guy, 1998), обладающий высокой специфичностью и чувствительностью. Основным скрининговым тестом в этой схеме может являться РНИФ или ИФА. Исследуемые образцы с положительными или сомнительными результатами подлежат дополнительному исследованию методом иммунного блоттинга (схема 3). 

Метод иммунного блоттинга (Western-blot) позволяет определить наличие специфических антител к определенным специфическим белкам возбудителя. Метод иммунного блоттинга – высокоинформативный метод обнаружения антител, обладающий высокой чувствительностью и специфичностью по сравнению с методами ИФА и РНИФ. Преимущество метода  состоит в определении наличия специфических антител к определенным антигенам возбудителя. В Российской Федерации двухступенчатый метод пока не применяется. 

Схема 3
СХЕМА ПРОВЕДЕНИЯ ДВУХШАГОВОГО АНАЛИЗА
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По результатам наших исследований с применением тест-системы Euroimmun “Anti-Borrelia-Euroimmun-WB” (Германия) у больных с клинически и лабораторно подтвержденным диагнозом «клещевой боррелиоз» в иммуноблоте выявляются иммуноглобулины М и G к основным антигенам боррелий комплекса B.burgdorferi sensu lato. 

Проведены исследования в иммуноблоте сывороток крови больных с диагнозом ИКБ из районов Омской области. Сыворотки крови взяты при первом обращении больных и с интервалом 10-14 дней. Методом РНИФ у всех больных обнаружены антитела к боррелиям в титрах 1/80 и выше (наивысший титр антител составлял 1/2560). Эти же сыворотки исследовались методом ИФА для выявления иммуноглобулинов классов М и G, положительные в ИФА пробы исследовали в иммуноблоте. Молекулярный вес иммунореактивных белков имеет широкий диапазон и колеблется в пределах 14-100 kDa. 
VlsE – недавно описанный поверхностный белок, играющий ключевую роль в механизме выживания боррелий в организме хозяина. Выявление антител G к этому белку является подтверждением клещевого боррелиоза. Иммунный ответ против белка VlsE может отсутствовать в начальной стадии боррелиозной инфекции, в этом случае выявление иммуноглобулинов против двух и более специфических белков боррелий (p83, p39, p31, p30, p25, p21, p19, р17) является подтверждением положительного результата. Подтверждением ранней стадии боррелиоза является выявление иммуноглобулинов класса М к белку OspC (25kDa), в случае отрицательного результата, подтверждением боррелиозной инфекции является выявление иммуноглобулинов М к одному и более специфическому белку боррелий (p83, p39, p31, p30, p2, p21, p19, р17).

Обоснование дифференцированного подхода к профилактике инфекций, передающихся иксодовыми клещами в Западной Сибири
Профилактические медицинские мероприятия при антропонозных инфекциях, как правило, направлены на одно из трех звеньев эпидемического процесса: 1) предупреждение появления или ликвидацию (обезвреживание, устранение) источника возбудителя инфекции; 2) предупреждение возможности реализации или выключение (разрыв) механизма передачи возбудителя; 3) создание или повышение уровня иммунитета населения (Громашевский, 1963).

Работа по профилактике природно-очаговых инфекций, имеющих более сложные трехчленные паразитарные системы должна проводиться по нескольким направлениям: 1) уничтожение клещей-переносчиков возбудителей инфекций; 2) создание иммунитета у населения и 3) индивидуальная защита от нападения клещей (спецодежда, репелленты, само- и взаимоосмотр). 
Профилактические мероприятия по клещевым инфекциям могут быть разделены на две основные группы: специфические и неспецифические. Неспецифическая профилактика призвана защитить человека от заболевания с помощью средств, которые опосредованно предупреждают от нападения клеща. Различают общественную и личную профилактику. Общественная профилактика направлена на уничтожение или сокращение численности клещей. В эндемичных по КЭ районах в 1960-1970-е гг. с успехом использовался инсектицидный препарат ДДТ. Но применение этого препарата способствовало также заражению окружающей среды: приводило к гибели большого числа представителей фауны, препарат оказывался в водоемах, многие из которых использовались для водоснабжения. Более того численность клещей на обработанных ДДТ территориях полностью восстанавливалась в течение нескольких нет. В настоящее время этот препарат исключен из широкого применения во многих странах. Однако это не означает, что применение инсектицидов должно быть поставлено под абсолютный запрет. Получены новые эффективные акарициды короткого срока распада. Использование этих препаратов в ограниченных масштабах на малых территориях (загородных оздоровительных учреждениях, базах отдыха и т.п.) с соблюдением определенных мер предосторожности вполне целесообразно для борьбы с клещами. 

Специфические мероприятия по профилактике КЭ включают в себя вакцинацию и введение противоклещевого иммуноглобулина. В нашей стране с 50-х годов обязательную вакцинацию проводят лицам, относящимся к группам высокого риска, профессионально связанным с лесом (работники лесхозов и леспромхозов, геологи, строители, военнослужащие и т.п.). Вместе с тем значительно более широкое применение имеющихся вакцинных препаратов в условиях беспрецедентного роста заболеваемости КЭ в настоящее время является актуальным. Отечественные вакцины на протяжении второй половины ХХ в. были усовершенствованы и очищены от балластных веществ. Современные вакцины довольно эффективны и безопасны, случаи заболеваний среди вакцинированных лиц встречаются крайне редко и протекают доброкачественно. Зарубежные вакцины, зарегистрированные в РФ, не имеют принципиальных отличий в технологии получения, эффективности и реактогенности, за исключением того, что производственные штаммы относятся к европейскому подтипу, мало распространенному в России.
Вакцинопрофилактика в отношении ИКБ в России пока не разработана. Фирмами “Pasteur Merieux Connaught” и “Smith-Kline-Beecham” были разработаны две моновалентные рекомбинантные OspA-вакцины. Препарат LYMERIX™, производства “Smith-Kline-Beecham Biologicals”, приготовленный на основе высокоочищенного рекомбинантного липопротеина OspA предназначен для вакцинации людей старше 16 лет. Поскольку поствакцинальный иммунитет держится не более одного года, предусмотрена ежегодная ревакцинация. Многоцентровые клинические испытания данной вакцины, проведенные на добровольцах показали, что ее эффективность прямо коррелирует с титром антител к липопротеину OspA (Sikand et al., 2001). После трех инъекций вакцины наблюдали 80%-ю эффективность защиты людей в возрасте от 15 до 70 лет. 

Изучение поствакцинальных осложнений показало наличие побочных реакций, обусловленых преимущественно артритогенным потенциалом липопротеина OspA (Kamradt T, 2002, Exner M., 2001). OspA неоднороден по своей структуре у штаммов боррелий, выделенных в различных регионах мира (Wilske et al., 1996, Wilske et al., 1993). В опытах in vivo продемонстрировано отсутствие или низкий уровень протективного эффекта при заражении гетерологичными штаммами боррелий, чей OspA-антиген негомологичен вакцинному антигену. Для США характерна высокая гомогенность OspA серотипов боррелий и, как следствие, хороший протективный эффект моновалентной OspA вакцины Wilske et al., 1996, Lovrich et al., 1995). В то же время в Европе моновалентная OspA вакцина оказалась неэффективна из-за большой гетерогенности В. burgdorferi sensu lato по OspA серотипу. Как показали дальнейшие исследования на животных, мультивалентная OspA вакцина обладает хорошим протективным действием при заражении иммунизированных мышей культурами В. burgdorferi sensu stricto, В. afzelii и В. garinii (Gern et al., 1997). Однако эта вакцина пока еще не прошла клинические испытания. 

В современных условиях особенно большое значение в профилактике КЭ имеет экстренная иммунопрофилактика. Специфическая серопрофилактика КЭ проводится гомологичным донорским ИГ. Иммуноглобулин целесообразно вводить в первые 3 дня от момента присасывания клеща, так как с 4 дня эффективность от применения иммуноглобулина резко снижается. При проведении специфической профилактики в более поздние сроки заболеваемость лиц, подвергшихся присасыванию клещей, составляет 14,4 до 16,0 %, т.е. профилактический эфффект понижается до 85,6 %. Наибольший эффект получен при введении иммуноглобулина с титром 1:80-1:160 и выше в дозе 1 мл/на кг массы тела в первые сутки после присасывания клеща. 

Экстренная антибиотикопрофилактика ИКБ – это применение антибиотиков в инкубационном периоде, когда количество боррелий еще невелико, что позволяет применять препараты в дозах и курсами значительно меньшими, чем при развившейся клинической форме. В качестве профилактических препаратов чаще применяются антибиотики тетрациклинового ряда (тетрациклин, вибрамицин). Предлагаются, особенно в педиатрической практике, пенициллины - ампициллин, ретарпен, бициллин. Схемы предлагаются разные, но чаще рекомендуется назначать препараты в обычных дозах в течение 3-5 дней. Вместе с тем бесконтрольное введение антибиотиков всем пострадавшим от нападения клещей (в том числе и не переносчиков ИКБ), а у некоторых лиц подобные эпизоды могут иметь место несколько раз в течение сезона, таит само по себе риск ущерба здоровью. В связи с этим до начала лечения требуется определить вид каждого удаленного клеща и установить его инфицированность. Для выявления спирохет рекомендуется прямая микроскопия витальных препаратов в темном поле либо фиксированных мазков кишечника снятого переносчика, где вероятность их обнаружения выше. Для осуществления антибиотикопрофилактики предлагаются различные организационные подходы, суть которых сводится к созданию сезонных пунктов профилактики ИКБ, куда обращаются за помощью жители, пострадавшие от нападения клещей, и где осуществляется весь вышеперечисленный комплекс диагностических и профилактических мероприятий. 
Наличие сочетанных природных очагов клещевых инфекций увеличивает риск заражения людей одновременно несколькими патогенами, усложняет их диагностику и профилактику и требует комплексного подхода.

Большой опыт экстренной профилактики трансмиссивных инфекций накоплен в лаборатории клещевых боррелиозов и паразитозов Омского НИИ природно-очаговых инфекций. В работе используется принцип дифференциальной экспресс-диагностики зараженности клеща, напавшего на человека, и рекомендации вида специфической профилактики, в зависимости от результатов исследования на антиген вируса КЭ (ИФА), боррелии (ПЦР), риккетсии (ПЦР), эрлихии/анаплазмы (ПЦР), бабезии (ПЦР). Для индикации антигена вируса клещевого энцефалита (КЭ) в клещах и сыворотках крови людей использовали иммуноферментный анализ (ИФА), выявление антител к вирусу КЭ в сыворотках крови проводили в реакции пассивной гемагглютинации (РПГА) (диагностические наборы НПО «Вирион», Томск) и ИФА (IgM и IgG) (тест-системы ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирск). Для обнаружения боррелий в переносчиках и крови пациентов применяли метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) с наборами реактивов, используя праймеры к межгенному спейсеру rrfA-rrlB и последующим генотипирование с коммерческими тест-системами ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирск. Определение антител к возбудителям иксодовых клещевых боррелиозов (ИКБ) проводили в реакции непрямой иммунофлуоресценции (РНИФ) с антигеном боррелий Ip-21 (НИИЭМ им.Н.Ф.Гамалеи РАМН, Москва) и в ИФА с тест-системами НПО «Омникс», С-Петербург. 

Исследование клещей и плазмы крови людей на наличие риккетсий, эрлихий, анаплазм и бабезий проводили с помощью ПЦР со следующими наборами праймеров: риккетсиальная ДНК была исследована с праймерами Rr190.70p и Rr190.701n, которые амплифицируют фрагмент ompA  гена риккетсий группы клещевой пятнистой лихорадки (Fournier P-E.., 1998)  Для выявления 16s-rRNA эрлихий и анаплазм применяли праймеры  EHR 521 (5’- TGT AGG CGG TTC GGT AAG TTA AAG-3’) и EHR 747 (5’- GCA CTC ATC GTT TAC AGC GTG -3’) (H.Persing, 1992), 18s-rRNA бабезий: Babesia-F (GTG-AAA-CTG-CGA-ATG-GCT-CA) и Babesia-R (CCA-TGC-TGA-AGT-ATT-CAA-GAC) (Inokuma, 2003) и коммерческими тест-системами НПО «Изоген», Москва.
С целью усовершенствования тактики проведения экстренных диагностических и профилактических мероприятий в отношении лиц, обратившихся по поводу присасывания иксодовых клещей, было проведено изучение инфицированности различными патогенами клещей, снятых с людей, а также биологических материалов (кровь, кожных биоптатов) этих лиц. В лабораторию иксодовых клещевых боррелиозов и паразитозов Омского НИИ природно-очаговых инфекций Роспотребнадзора обратились 386 человек, из них 22,3% составили дети до 14 лет, 77,7% - взрослые, всего было тестировано 46 экз. клещей I.persulcatus и 77 образцов крови лиц, у которых клещи I.persulcatus по различным причинам не подлежали исследованию и 271 экз. клещей D.reticulatus. 

При исследовании клещей I.persulcatus и крови лиц, подвергшихся укусам переносчиков этого вида установлено: уровни вирусофорности клещей вирусом КЭ и антигенемии у людей составили 38,2% и 38,1% соответственно.  Частота выявления боррелий в клещах I.persulcatus и крови людей методом ПЦР составили 23,5% и 2,6% соответственно. Полученные результаты подтверждают данные о различной локализации возбудителей в начальной стадии инфекционного процесса в организме человека. Так, при КЭ вирус быстро проникает в кровь, когда как при клещевом боррелиозе возбудитель в первые дни локализуется в кожных покровах в области присасывания клеща и в крови не обнаруживается. Это подтверждают положительные результаты исследования кожных биоптатов в ПЦР, полученных у лиц,  в снятом клеще у которых обнаруживали боррелий. Выявлены микст-инфицированные переносчики, зараженные вирусом КЭ и боррелиями  одновременно, они составили 5,9%.

При тестировании клещей I.persulcatus на зараженность риккетсиями, анаплазмами/эрлихиями и бабезиями получены следующие результаты: уровень инфицированности риккетсиями составил 23,5%, причем в 11,8% случаев риккетсии обнаруживали одновременно в сочетании с другими патогенами (с вирусом КЭ – в 5,8%, с боррелиями – в 8,9%, с анаплазмами и эрлихиями – в 5,9%). Анаплазмы и эрлихии выявляли в 35,3% исследованных переносчиков и в 14,7% - без сочетания с другими возбудителями. Одновременно с боррелиями анаплазмы и эрлихии обнаруживали в 5,9% случаев, сочетаний с вирусом КЭ не выявить не удалось. Бабезий детектировали только в одном клеще и в сочетании с анаплазмами и эрлихиями (2,9%).

Анализ полученных результатов исследований снятых клещей I.persulcatus и биологических материалов людей позволяет сделать вывод о высокой эпидемической значимости зараженности клещей I.persulcatus вирусом КЭ по сравнению с другими возбудителями. Уровни инфицированности снятых переносчиков боррелиями также имеют существенное значение риска заражения людей этими возбудителями. Риккетсии, анаплазмы и эрлихии, бабезии, вероятно, имеют меньшее значение в инфицировании населения Омской области.

При исследовании клещей D.reticulatus получены следующие результаты: в ИФА антиген вируса комплекса КЭ выявляли в 21,4% случаев, при этом в крови пациентов с положительными результатами исследования снятых клещей обнаруживали антиген вируса только в 10,7%. Часть проб, содержащих антиген вируса КЭ в ИФА, исследованы в дальнейшем в ОТ-ПЦР, но положительные результаты получены не во всех случаях.  Специфичность ОТ-ПЦР определяется применением пары праймеров в NS3 – области вирусного генома, которые позволяют выявлять строго специфично РНК вируса КЭ различных штаммов, не выявляя РНК других флавивирусов. Методом ИФА выявляется группоспецифичный антиген вирусов комплекса КЭ, включая ОГЛ (Омская геморрагическая лихорадка). 

При изучении инфицированности клещей боррелиями методом ПЦР установлена зараженность этого вида клещей в 23,1%, однако в биологическом материале людей боррелии обнаружены только в двух случаях (3,6%). У обоих заболевших в дальнейшем развилась характерная для ИКБ клиника с появлением эритемы, выявлено нарастание титров антител в РНИФ до 1/80, получены положительные результаты в ПЦР, генотипирован вид возбудителя - B.garinii, тот же геновид был детектирован и в клещах. Установлена инфицированность клещей D.reticulatus риккетсиями – в 6,7% случаев, при этом у пациентов в крови ДНК риккетсий была выявлена только в одном случае, несмотря на развитие у многих пациентов регионарного лимфаденита. При секвенировании нескольких положительных проб ДНК от лихорадящих пациентов и с регионарными лимфаденитами  установлен геновид риккетсий RpA4. Анаплазмы и эрлихии у клещей D.reticulatus обнаружить не удалось. Бабезии у клещей этого вида обнаруживали в 12,8%, последующих заболеваний людей не установлено. Можно предположить, что обнаруживаемые бабезии относятся к непатогенному для человека виду B.canis canis, описанному у клещей этого вида на территориях Омской и Новосибирской областей. 

Всем пациентам с положительными результатами исследования снятых переносчиков на содержание антигена вируса КЭ даны рекомендации о введении противоклещевого иммуноглобулина с целью экстренной профилактики инфекции. Из 45 пациентов в дальнейшем заболевание КЭ развилось у троих, несмотря на введение иммуноглобулина (6,7%), причем только в лихорадочной форме. Пациентам, в снятых клещах с которых обнаруживали боррелий, было рекомендовано проведение экстренной антибиотикопрофилактики. Из числа наблюдаемых заболел один ребенок, которому антибиотикопрофилактика не проводилась. Обратившимся, в клещах которых выявляли риккетсии, анаплазмы/эрлихии, рекомендовано наблюдение у инфекциониста (таким пациентам проводился короткий курс антибиотикопрофилактики тетрациклинами), заболевших среди них не выявлено. 
Таким образом, результаты дифференциальной экспресс-диагностики клещевых патогенов в снятых переносчиках и у обратившихся лиц  и проведение дифференцированной экстренной профилактики природно-очаговых трансмиссивных клещевых инфекций свидетельствуют об эффективности данной тактики предупреждения заболеваний.
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