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Резюме

Исследовано 728 иксодовых клещей четырех видов: Ixodes persulcatus, I. pavlovskyi, Haemaphysalis concinna, H. japonica 

douglasi, собранных на о. Русском в 2011–2012 гг. Общая зараженность риккетсиями у исследованных представителей пере-

носчиков варьировала от 4,1 до 27,9%, причем наиболее инфицированными оказались I. persulcatus и I. pavlovskyi – 27,9 

и 10,0%, соответственно. По результатам секвенирования и филогенетического анализа фрагментов генов цитрат синтазы 

(gltA) и поверхностных белков ompA и ompB установлено, что ДНК риккетсий, найденная в клещах рода Ixodes, принадлежит 

Candidatus Rickettsia tarasevichiae, а в клещах рода Haemaphysalis – Candidatus R. principis. ДНК возбудителей клещевого сып-

ного тифа – R. sibirica и R. heilongjiangensis – в исследованных клещах не обнаружена.
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Abstract

Total 728 Ixodes ticks of four species: Ixodes persulcatus, I. pavlovskyi, Haemaphysalis concinna, H. japonica douglasi collected 

at the Russian island in 2011–2012 were investigated. Common Rickettsia infection rate in the tested vectors varied from 4.1 

to 27.9%, and the most infected representatives turned out I. persulcatus and I. pavlovskyi – 27.9 and 10.0%, respectively. Sequencing 

and the phylogenetic analysis of fragments of citrate synthase genes (gltA) and ompA and ompB surface proteins revealed Rickettsia 

DNA in ticks of Ixodes genus belonging to Candidatus Rickettsia tarasevichiae, and in ticks of Haemaphysalis genus – to Candidatus 

R. principis. DNA of tick-borne epidemic typhus agent – R. sibirica and R. heilongjiangensis, failed to find in the ticks tested.
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Введение
Представители рода Rickettsia – облигатные 

внутриклеточные грамотрицательные бактерии – 
являются симбионтами ряда членистоногих и мно-
гие из них патогенны для позвоночных, в том числе 
для человека.

Риккетсий традиционно подразделяют на две 
группы по вызываемым ими заболеваниям: клеще-
вой пятнистой лихорадки (КПЛ) и сыпного тифа (СТ). 
По мере накопления информации о нуклеотидных 
последовательностях, в роде Rickettsia, с помощью 
филогенетического анализа, выделяют также боль-
шое число подгрупп [1–4].

На территории нашей страны они представ-
лены не все и распространены неравномерно. 
Согласно имеющимся данным [5], на Дальнем 

Востоке циркулируют R. sibirica, R. heilongjiangensis, 
R. raoultii, Candidatus R. tarasevichiae и Candidatus 
R. principis.

Особенность Приморского края – высо-
кий уровень видового разнообразия иксодовых 
клещей [6–9], из которых массовыми являются: 
Ixodes persulcatus Schulze, 1930, Haemaphysalis 
concinna Koch, 1844, H. japonica douglasi Nuttall 
et Warburton, 1915, Dermacentor silvarum Olenev, 
1932. Кроме того, на западном макросклоне Си-
хотэ-Алиня и на некоторых островах Японского 
моря высокой численности достигает I. pavlovskyi 
Pomerantzev, 1946 [7–10].

Высокое разнообразие фауны иксодид созда-
ет предпосылки для циркуляции на территории 
Приморского края различных видов Rickettsia, 
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в том числе, опасных для человека. В соответ-
ствии со спектром выявленных в Приморье видов 
риккетсий у населения регистрируется заболе-
ваемость клещевым риккетсиозом (КР). В част-
ности, в г. Владивостоке, к территории которого, 
согласно административному делению, относится 
о. Русский, средний уровень заболеваемости КР 
в 2001–2010 гг. составил 2,5 на 100 тыс. населе-
ния (максимальный в 2001 г. – 3,95; минимальный 
в 2005 г. – 1,61) [11]. Отмечены случаи заболева-
ния людей риккетсиозами и на о. Русском [12, 13].

В связи с тем, что Постановлением Правитель-
ства РФ от 31 марта 2010 г. № 201 на о. Рус-
ском создана туристско-рекреационная особая 
экономическая зона, а в 2012 г. построены Даль-
невосточный федеральный университет, океана-
риум, мостовой переход на материк, произошло 
многократное усиление антропогенной нагрузки 
на экосистему острова, который до этого был мало-
населенным.

Цель исследования – определение видового 
разнообразия риккетсий в иксодовых клещах, со-
бранных на о. Русском, до увеличения антропоген-
ного воздействия на его экосистему.

Материалы и методы
Имаго иксодовых клещей собирали с раститель-

ности на о. Русском в 2011 г. (13–19 мая) и 2012 г. 
(14–19 мая) по общепринятой методике [14]. 
Их видовая идентификация проведена на основе 
анализа морфологических признаков [6].

Собранных клещей отмывали в 70% этиловом 
спирте и гомогенизировали индивидуально. Сум-
марную нуклеиновую кислоту выделяли из суспен-
зий клещей с использованием набора «РибоПреп» 
(Ампли-Сенс, г. Москва) согласно инструкции про-
изводителя. Методом ПЦР исследовали 728 ик-
содовых клещей четырех видов (I. persulcatus, 
I. pavlovskyi, H. concinna, H. japonica douglasi) 
на наличие ДНК риккетсий с набором реактивов 
ПЦР-РВ (ЗАО «Синтол», г. Москва) и праймерами, 
комплементарными участку гена 16S рРНК микро-
организмов порядка Rickettsiales (праймеры и ус-
ловия проведения ПЦР любезно предоставлены 
Карань Л.С.). Для амплификации и последующего 
определения нуклеотидных последовательностей 
фрагментов генов, использовали праймеры, пред-
ставленные в таблице 1. Секвенирование прово-

дили с использованием набора BigDye Terminator 
Cycle Sequencing Kit v. 1.1. (Applied Biosystems) 
на генетическом анализаторе ABI Genetic Analyzer 
3500 xL. Полученные нуклеотидные последова-
тельности анализировали при помощи программ 
Vector NTI v. 9.0 и BioEdit v. 7.1.5.0 [18], для фило-
генетического анализа использовали программу 
MEGA 5 [19].

Результаты и обсуждение
При исследовании фауны иксодовых клещей 

на о. Русском в 2011–2012 гг. выявлено пять 
видов: I. persulcatus (доля в сборах – 39,7%), 
I. pavlovskyi (17,1%), H. concinna (36,1%), H. japonica 
douglasi (6,7%), D. silvarum (0,4%). Суммар-
ное обилие клещей колеблется по учетам от 9,0 
до 63,0 особей на флаго/час [10]. Таким образом, 
по сравнению с исследованиями, проведенными 
на острове в последнее двадцатилетие ХХ века [8], 
фауна иксодид претерпела существенное измене-
ние, выразившееся в массовом распространении 
I. pavlovskyi и снижению встречаемости D. silvarum. 
Последнее не позволило исследовать этот вид 
на инфицированность его риккетсиями.

Исследование методом ПЦР индивидуальных су-
спензий имаго иксодовых клещей (рис. 1) выявило, 
что наиболее инфицированными риккетсиями ока-
зались I. persulcatus и I. pavlovskyi – 27,9 и 10,0% 
соответственно.

Высокое содержание маркеров риккетсий 
у I. persulcatus известно и для других эндемичных 
по клещевым риккетсиозам территорий [9, 12, 
20, 21]. Вместе с тем, в ряде исследований пока-
зано, что среди риккетсий, выявляемых у клещей 
этого вида, значительная доля приходится на не-
патогенные для человека [22].

На рисунке 2 приведено филогенетическое 
древо, построенное по результатам секвенирова-
ния фрагмента гена gltA риккетсий. Нуклеотидные 
последовательности ДНК риккетсий из клещей 
I. persulcatus и I. pavlovskyi объединяются в группу 
с R. canadensis (сходство 96,76%) и R. tarasevichiae 
(99,71%). Участки гена gltA, обнаруженные в образ-
цах ДНК, выделенной из клещей H. concinna № 1 
и H. japonica douglasi № 10, образуют подгруппу 
c Candidatus R. principis.

Топология дендрограммы, построенной на осно-
ве нуклеотидных последовательностей фрагмента 

Таблица 1.
Праймеры, использованные для секвенирования

Ген Размер ампликона п.н. Последовательность праймеров (5´-3´) и их положение Источник

gltA 355 CS535d GCAATGTCTTATAAATATTC (535-554) 
CS890r GCTTTAGCTACATATTTAGG (890-871) Roux et al., 1997 [15]

ompA 661 Rr190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA (70-90)
190-701r GTTCCGTTAATGGCAGCATCT (701-681)

Roux et al., 1996 [16]

ompB 368 RtsfF GGGTGTAGGTCAGAACGTTACAACATTT (3675-3702) 
RtsfR CCAGCTAAACCGCCTTTCTTACTTT (4043-4019)

Roux, Raoult, 2000 [17]



Э
п

и
дем

и
ологи

я и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кти

ка
 №

 6
 (9

7
)/2

0
1

7

29

Оригинальные статьи

гена ompB риккетсий, сходна с топологией дре-
ва на основе участка гена цитратсинтазы gltA. Так 
как нуклеотидные последовательности гена ompB 
Candidatus R. tarasevichiae и Candidatus R. principis 
отсутствуют в базе данных GenBank, в анализе они 
не использовались. Фрагменты гена ompB ДНК 
риккетсий, обнаруженной в клещах рода Ixodes, 
входят в один кластер с последовательностью 
R. canadensis (сходство 91,75%). Последовательно-
сти фрагмента гена ompB ДНК риккетсий, выявлен-
ные в клещах рода Haemaphysalis (H. concinna № 1 
и H. japonica douglasi № 10), так же как и в древе 
на основе фрагмента гена gltA (см. рис. 2), входят 
в группу КПЛ, образуя отдельный подкластер. Кро-
ме того, в эту же группу вошла последовательность 
образца H. japonica douglasi № 199, для которого 
не удалось получить ПЦР-продукт gltA. При анализе 
сходства этих фрагментов с участками ДНК дру-
гих видов риккетсий установлено их наибольшее 
сходство с R. tamurae (93,73–94,82%), Candidatus 
R. tasmanensis (93,69–94,79%) и R. japonica 
(93,41–94,51%).

Филогенетические отношения фрагментов гена 
ompA из образцов ДНК клещей рода Haemaphysalis 
не анализировали, так как с помощью исполь-
зованных нами праймеров не удалось получить 
ПЦР-продукт. Нуклеотидные последовательности 
фрагментов этого гена, обнаруженные в образцах 
I. persulcatus и I. pavlovskyi идентичны Candidatus 
R. tarasevichiae на 99,33%.

Обобщение данных анализа, показало, что ис-
следованные фрагменты генов ДНК риккетсий 
разделяются на две группы. Образцы из клещей 
рода Ixodes, кластеризуются с последовательно-
стями gltA и ompA, принадлежащими Candidatus 
R. tarasevichiae, которая выявлена на территории 
России в начале 2000-х годов [23]. Обнаруже-
ние этой риккетсии представляет интерес в связи 

с тем, что имеются данные о способности этого ми-
кроорганизма вызывать заболевания людей. Так, 
в 2012 г. в Китае методом ПЦР в образцах крови 
и биоптатов кожи людей, заболевших после укуса 
клещей, была выявлена ДНК риккетсий. Определе-
ние нуклеотидной последовательности генов gltA 
и ompA показало, что генетический материал при-
надлежит Candidatus R. tarasevichiae [24]. По дан-
ным Н.В. Рудакова с соавт. [25], в Алтайском крае 
и Омской области, где отмечена зараженность этой 
риккетсией клещей I. persulcatus, среди больных 
с клиникой клещевых риккетсиозов (КР) выявле-
ны IgM и IgG к Candidatus R. tarasevichiae. Исхо-
дя из этого, можно полагать, что некоторая часть 
заболеваний КР может быть обусловлена данным 
микроорганизмом.

Последовательности риккетсиальной ДНК, об-
наруженной в клещах рода Haemaphysalis, образу-
ют отдельный кластер в группе КПЛ и, возможно, 
принадлежат кандидату в новый вид риккетсий 
Candidatus R. principis.

Расшифровать последовательности участка 
гена ompA для образцов ДНК риккетсий из кле-
щей Haemaphysalis мы не смогли, так как не уда-
лось получить целевой ПЦР продукт. Связано это, 
по всей видимости, с тем, что праймеры, исполь-
зуемые для наработки целевого продукта, ока-
зались неспецифичны для участка гена данных 
образцов. Аналогичную проблему, возникшую 
при попытках амплификации некоторых генов 
у разных видов риккетсий, описывает С.Н. Шпы-
нов с соавт. [23].

Выводы
1. Молекулярно-генетическими методами 

установлено наличие ДНК двух кандида-
тов в новые виды риккетсий: Candidatus 
R. tarasevichiae, и Candidatus R. principis,  

Рисунок 1. 
Зараженность клещей микроорганизмами рода Rickettsia (%)

I. persulcatus      I. pavlovskyi H. japonica 

douglasi 

H. concinna 

Зараженность клещей микроорганизмами рода Rickettsia, %   
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относящихся к разным филогенетическим 
группам, в четырех видах иксодовых клещей (I. 
persulcatus, I. pavlovskyi, H. concinna, H. japonica 
douglasi), собранных на о. Русский до начала 
его активной антропогенной трансформации  
(2011–2012 гг.). 

2. Индивидуальная зараженность риккетсиями ва-
рьировала у отдельных видов иксодовых клещей 
от 4,1% (H. concinna) до 27,9% (I. persulcatus). 
Зараженность нового для фауны иксодовых кле-

щей на острове вида переносчика – I. pavlovskyi 
[10] составила 10,0%. 

3. Выявлена связь между родом иксодовых кле-
щей и видом риккетсий. Так, в клещах Ixodes 
обнаружена ДНК Candidatus R. tarasevichiae, 
а в клещах Haemaphysalis – Candidatus 
R. principis. ДНК распространенных на дру-
гих территориях возбудителей КР, – R. sibirica 
и R. heilongjiangensis – в исследованных иксо-
довых клещах не обнаружена.

Рисунок 2. 
Филогенетическое древо, построенное по результатам секвенирования фрагмента гена gltA риккетсий
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