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Резюме. В настоящей статье представлен обзор и анализ современных лабораторных методов диагностики 

риккетсиозов с особым акцентом на заболевания, известные в России. Классические и новые риккетсио-

зы передаются разнообразными членистоногими переносчиками, в том числе клещами, блохами и вшами. 

Хотя эпидемиологические данные и клинические симптомы предоставляют необходимую информацию 

для предварительной диагностики риккетсиозной инфекции, использование чувствительных и специфич-

ных лабораторных методов необходимо для подтверждения окончательного диагноза риккетсиозов. Точное 

и быстрое подтверждение риккетсиоза имеет важное значение для обеспечения надлежащей медицинской 

помощи и своевременного начала специфической антибактериальной терапии. Идентификация этиологии 

риккетсио зов также важна для раннего выявления периодических вспышек или появления новых очагов за-

болевания известных риккетсиозов, а также необходима для своевременного реагирования органами обще-

ственного здравоохранения в случаях вспышек риккетсиозов новой этиологии или заболеваний с лихорадкой 

неясной природы.

Ключевые слова: риккетсиозы, зоонозные инфекции, клинические симптомы, диагностика, серологические методы, полимеразная 

цепная реакция, Североазиатский клещевой риккетсиоз.

Введение

Риккетсиозы включают постоянно расши-

ряющуюся группу инфекционных заболева-

ний, возбудители которых в большинстве своем 

передаются человеку иксодовыми и гамазовыми 

клещами, блохами или вшами, зараженными 

риккетсиями. Сыпной и крысиный тиф и мно-

гие клещевые риккетсиозы, вызываемые бакте-

риями из рода Rickettsia, так же как и лихорадка 

цуцугамуши, вызываемая Orientia tsutsugamushi, 

относятся к классическим и относительно хоро-

шо изученным заболеваниям [30, 44, 112]. В по-

следние двадцать лет было описано значительное 

количество новых риккетсиозов, вызываемых 

ранее неизвестными или недифференцирован-

ными риккетсиями, идентифицированы новые 

виды клещей и блох, осуществляющих передачу 

риккетсий и служащих их природным резервуа-

ром [115]. Помимо этого, две совершенно новые 

группы зоонозных заболеваний — анаплазмоз 

и эрлихиозы человека, вызываемые Аnaplasma 

phagocytophilum и разными представителями рода 

Ehrlichia соответственно, были описаны в тот 

же промежуток времени [40, 64]. За исключени-

ем риккетсиозного заболевания, вызываемого 

Rickettsia felis и переносимого кошачьей блохой, 

Ctenocephalides felis [113], большинство новых рик-

кетсиозов, также как и анаплазмоз и эрлихиозы 

передаются человеку со слюной клеща во вре-

мя кровососания. Лихорадка Ку, традиционно 

включаемая в список риккетсиозов и изучаемая 

риккетсиологами, представляет совершенно 

уникальное заболевание, вызываемое Coxiella 

burnetii, которая эволюционно, филогенетически 

и биологически более близка к Legionella [152].
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В большинстве своем, возбудители риккет-

сиозов циркулируют в природной экосисте-

ме, включающей членистоногих переносчиков 

и мелких и крупных диких или домашних жи-

вотных и птиц, на которых паразитируют члени-

стоногие переносчики [99, 127, 150]. Присутствие 

и персистенция риккетсий в клещах и блохах 

обеспечивается за счет процессов вертикальной 

и горизонтальной передачи [28, 146]. В первом 

случае риккетсии передаются трансовариально 

зараженной самкой, откладывающей заражен-

ные яйца, и на следующих этапах развития при 

линьке зараженных ларв и нимф. В случае го-

ризонтальной трансмиссии клещи и блохи за-

ражаются риккетсиями при кормлении на жи-

вотных с высоким уровнем риккетсиемии или 

при совместном кормлении зараженных и не-

зараженных членистоногих на незараженном 

животном [164]. За небольшим исключением 

риккетсии, циркулирующие в клещах и блохах, 

не оказывают негативного влияния на жизне-

способность и плодовитость их членистоногих 

хозяев, которые остаются инфицированными 

в течение всего жизненного цикла [25, 90]. Вы-

живаемость и плодовитость клещей, заражен-

ными R. rickettsii и R. conorii заметно снижена пo 

сравнению с другими патогенным риккетсия-

ми, включая R. sibirica [85, 100]. Платяная вошь, 

Pediculus humanis является основным перенос-

чиком R. рrowazekii, которые вызывают гибель 

вшей [30]. Заражение R. рrowazekii происходит 

при попадании инфицированных фекалий 

вшей через расчесы и повреждения на коже [30]; 

похожим путем происходит заражение R. typhi 

и R. felis, передающимися блохами [29, 37].

Заражение людей клещевыми риккектсио-

зами происходит случайным образом при кро-

вососании зараженного клеща и не оказывает 

существенного влияния на циркуляцию рик-

кетсий в природном очаге. Нападение на чело-

века зараженного риккетсиями клеща может 

привести к развитию острого заболевания. Ти-

пичный риккетсиоз характеризуется основной 

триадой симптомов, включающих головную 

боль, высокую температуру и сыпь, и сопрово-

ждается разной степени выраженности повреж-

дением сосудистой системы паренхиматозных 

органов. Многие риккетсиозы также характери-

зуются появлением первичного аффекта на ме-

сте присасывания клеща, представляющего со-

бой комплексный симптом, который обычно 

проявляется в виде красноватого, слегка воз-

вышающегося инфильтрата покрытого темной 

корочкой, а также воспалением региональных 

лимфатических узлов и лимфангита. Наличие 

этих симптомов и степень их выраженности 

существенно варьирует в зависимости от типа 

риккетсиозной инфекции [114].

В настоящем обзоре мы обобщаем современ-

ные данные о клиническом течении риккетси-

озов человека, диагностируемых на территории 

России, обсуждаем методы и подходы, исполь-

зуемые для лабораторной диагностики этих 

инфекций, и анализируем их преимущества, 

недостатки и оптимальные сроки применения 

на разных стадиях болезни.

Основные риккетсиозы 
и риккетсиозные патогены

На территории Российской Федерации до-

минирует присутствие клещевого риккетсиоза 

Северной Азии, или Североазиатского клеще-

вого риккетсиоза, вызываемого Rickettsia sibirica. 

Это заболевание было почти одновременно 

описано в 1930-х гг. в Приморском крае, Хаба-

ровской области и Красноярском крае [1, 11, 

20]. Хотя в официальных документах и сводках 

эпидемиологической статистики оно фигури-

рует под названием «сибирский клещевой тиф» 

(А77.2), в настоящем обзоре будет использовано 

название «Североазиатский клещевой риккет-

сиоз» или «СКР», что отвечает более коррект-

ным и современным преставлениям об этой 

болезни [16]. На основе последних наблюдений 

географический ареал этого заболевания зани-

мает азиатскую часть бывшего СССР с преоб-

ладанием регистрируемых случаев в южных об-

ластях и краях Восточной и Западной Сибири 

и Дальнего Востока России [15, 16], и за преде-

лами России в Северном и Восточном Казах-

стане, Киргизстане, Монголии и Китае [15, 16, 

115]. Начиная с конца 70-х гг. и до 1997 г. наблю-

далось стабильное увеличение заболеваемости 

Североазиатским клещевым риккетсиозом; 

напротив, после 2001 г. эпидемиологические 

данные регистрируют относительное снижение 

этого показателя, который варьирует от 1,08 

до 2,8 случаев на 100 000 населения в среднем 

по стране (рис. 1). Показатели заболеваемости 

существенно различаются в разных регионах: 

наибольшие из них имеют место в Западной Си-

бири, при этом в Алтайском Крае и Республикe 

Алтай регистрируются наивысшие показатели 

24,3–70,5 и 54,9–90,9 случаев (на 100 000 насе-

ления) соответственно [22, 140]. Красноярский 

край занимает второе место по заболеваемо-

сти Североазиатским клещевым риккетсиозом 

в России. Мужчины болеют чаще, чем женщи-

ны; дети в возрасте до 14 лет составляют основ-

ную группу заболевших (табл. 1).

Заболевание чаще всего регистрируется 

с конца весны до начала лета (май-июнь), и его 

сезонные колебания совпадают с активностью 

клещей-переносчиков, которые одновремен-

но являются природным резервуаром R. sibirica. 

Несколько видов иксодовых клещей являются 

переносчиками R. sibirica в разных частях геогра-

фического ареала Североазиатского клещевого 

риккетсиоза, однако клещ Dermacentor nutalli наи-
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более важен в эпидемиологическом контексте 

[21]. Естественная зараженность D. nutalli может 

достичь 64% [3], и этот клещ проявляет наиболь-

шую чувствительность и стабильность к зараже-

нию R. sibirica в лабораторных условиях [17].

Дальневосточный клещевой риккетсиоз 

вызывается R. heilongjiangensis [94]. Это забо-

левание встречается в Хабаровском крае 

и Амурской области [94], за пределами России 

клиничес кие случаи этого заболевания или 

присутствие R. heilongjiangensis в клещах описа-

ны в Китае и Японии [27, 86]. В настоящее вре-

мя считается, что клинические и эпидемиоло-

гические характеристики Дальневосточного 

клещевого риккетсиоза были впервые описаны 

в 1936–1937 гг., однако заболевание не получи-

ло должного признания как самостоятельная 

нозологическая единица и регистрировалось 

как Североазиатский клещевой риккетсиоз 

из-за отсутствия должных методов дифферен-

циальной лабораторной диагностики. В отли-

чии от Североазиатского клещевого риккет-

сиоза, Дальневосточный клещевой риккетсиоз 

диагности руется в июне и июле, у более по-

жилых пациентов и протекает сравнительно 

легко и без осложнений [93] (табл. 1). Клещи 

Нaemaphysalis concinna и H. japonica douglasii яв-

ляются доминирующими векторами, хотя роль 

других иксодовых клещей, включая D. nuttalli 

и других клещей рода Dermacentor не должна 

полностью исключаться [23, 93, 142].

Описание и первые исследования Астрахан-

ской пятнистой лихорадки относятся к концу 

1980-х гг., когда была установлена риккетсиоз-

ная этиология экзантемной лихорадки, от кото-

рой страдало сельское население Астраханской 

области, начиная с 1972 г. [148]. Клинически, 

Астраханская пятнистая лихорадка похожа 

на Средиземноморскую или Марсельскую ли-

хорадку (табл. 1), за исключением более редко-

го присутствия первичного аффекта на месте 

укуса клеща [149]. Заболевание регистрирует-

ся в течение летних месяцев; взрослое населе-

ние и в основном мужчины составляют пре-

обладающую группу пациентов. В 2013 г. было 

официально зарегистрировано 397 случаев 

Астраханской пятнистой лихорадки, включая 

82 заболевания среди детей до 14 лет. Этиоло-

гический агент — R. conorii, подвид caspia — 

выделен из нескольких видов клещей рода 

Rhipicephalus, включая Rh. sanguineus и Rh. pumilio 

[46, 165]. Эти клещи паразитируют на собаках, 

кроликах, ежах и кошках. На основе единич-

ных случаев детекции R. conorii caspia в клещах 

из Косово и Франции [128] и в клиническом об-

разце из Чада [114, 115] предполагается широкое 

распространение Астраханской пятнистой ли-

хорадки за пределами России.

Присутствие R. conorii conorii на территории 

России не отмечается в последних публикаци-

ях, и, соотвественно, Средиземноморская ли-

хорадка не регистрируется [16]. В историческом 

плане очаги этого заболевания были зареги-

стрированы вдоль побережий Черного и Кас-

пийского морей [126]. Принимая во внимание 

подходящий климат, наличие и распростране-

ние клещей рода Rhipicephalus в южных регионах 

страны, заболевание, по-видимому, существует, 

но не диагностируется ввиду относительно не-

большого количества случаев и вероятной не-

Рисунок 1. Динамика заболеваемости риккетсиозами и Североазиатским клещевым риккетсиозом 

по данным Роспотребнадзора
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достаточной квалификации врачей. Аналогич-

ная ситуация имеет место в других странах, где 

риккетсиозы не относятся к разряду наиболее 

опасных инфекций [92, 105, 155]. Средиземно-

морская лихорадка по-прежнему регистрирует-

ся в южных районах Украины [4].

Помимо трех клещевых риккетсиозов, опи-

санных выше, предполагается наличие по край-

ней мере еще трех или четырех заболеваний, 

вызываемых R. slovaca, R. raoultii, R. helvetica, 

R. aeschlimannii, «Сandidatus Rickettsia taracevichiae» 

и R. sibirica mongolotimonae. Присутствие и цир-

куляция R. slovaca, R. raoultii, R. aeschlimannii, 

R. helvetica и «Сandidatus Rickettsia taracevichiae» 

подтверждены детекцией ДНК и сиквенирова-

нием ПЦР фрагментов этих риккетсий в клещах, 

собранных в разных районах страны [5–8, 12, 

13, 19, 24, 50, 141–145]. Заболевания, вызываемые 

этими возбудителями, отличаются разнообра-

зием клинических симптомов (табл. 1), поэто-

му они могут быть ошибочно приняты за более 

распространенный Североазиатский клещевой 

риккетсиоз разной степени тяжести. В регионах 

первоначального описания инфекции в Восточ-

ной и Западной Европе заболевания, вызывае-

мые R. slovaca и R. raoultii, как правило диагности-

руются в осенне-зимние месяцы [63, 116] (табл. 1). 

Похожая ситуация может быть маловероятна 

в более холодных климатических зонах обита-

ния клещей, зараженных R. slovaca и R. raoultii, 

на территории России, поэтому соответствую-

щие заболевания могут иметь другой сезонный 

цикл. R. helvetica циркулирует в клещах Ixodes 

ricinus и I. рersulcatus на обширной территории 

от Франции до Японии и Таиланда [115]. В Рос-

сии R. helvetica детектирована в Пермском крае, 

Челябинской области и на Камчатке [6, 12, 13, 

143]. Шведские врачи приводят серию наблюде-

ний, указывающих на роль R. helvetica в развитии 

ряда клинических симптомов, включая пери-

ферийный лицевой паралич и перимиокардит 

[102, 103]. В других случаях этиологическая роль 

R. helvetica в качестве возбудителя легко проте-

кающих риккетсиозов установлена на основа-

нии серологических тестов [53, 101]; заболевание 

обычно сопровождается головной и мышечной 

болью, но проявление сыпи и тем более первич-

ного аффекта встречается очень редко. Распро-

странение R. sibirica mongolotimonae связывают 

с циркуляцией клещей из рода Hyalomma, первый 

изолят был выделен из H. asiaticum [163]. Заболе-

вание, вызываемое R. sibirica mongolotimonae, обла-

дает несколькими специфическими характери-

стиками, включая выраженную сезонность с мая 

по июль, множественные первичные аффекты, 

воспаленные лимфоузлы и воспаление лимфати-

ческих сосудов (лимфангит) между местом при-

сасывания клеща и воспаленным лимфоузлом 

[55]. Циркуляция этого возбудителя в клещах 

на территории России пока не установлена.
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Клещи из рода Hyalomma также являют-

ся природным резервуаром и переносчика-

ми R. aeschlimannii, уровень заражения клещей 

которыми варьирует от 1,8 до 64,7% [115, 142]. 

R. aeschlimannii детектирована в Ставропольс-

ком крае в 20% клещей H. marginatum marginatum 

и в 5,5% Haemaphysalis punctata, собранных 

в Алма-Атинской области, в Казахстане [142, 

145]. Несмотря на значительное присутствие 

R. аeschlimannii в клещах, клинические заболе-

вания, вызываемые этим возбудителем в указа-

ных регионах, еще не идентифицированы. Толь-

ко незначительное число клинических случаев 

R. aeschlimannii-инфекции описано в литературе 

[57, 120, 123].

Присутсвие Candidatus Rickettsia tarasevichiae 

выявлено в иксодовых клещах, собранных 

в различных регионах от Архангельской обла-

сти до Камчатки и Приморского края [6, 13, 19, 

49, 50, 141], однако инфекции, вызываемые этим 

патогеном, пока не диагностированы в России.

Клинические проявления 
риккетсиозных инфекций

Риккетсиозы относятся к заболеваниям, ко-

торые довольно трудно диагностировать, осо-

бенно врачам, никогда не наблюдавшим таких 

пациентов [92, 105, 155]. Клинические симпто-

мы часто варьируют в зависимости от этиоло-

гического агента и физических, физиологиче-

ских и генетических особенностей пациента 

[154, 155] (рис. 2). В большей части риккетсиоз 

начинается после двухнедельного инкубацион-

ного периода после нападения клеща и появле-

ния нескольких неспецифических симптомов, 

включая повышение температуры, головную 

боль, общее недомогание и иногда тошноту, 

сопровождающуюся рвотой [10, 15]. Наличие 

первичного аффекта на месте присасывания 

клеща является важным признаком, позволя-

ющим предположить наличие риккетсиозной 

инфекции. Этот симптом часто развивается 

до повышения температуры, однако наличие 

первичного аффекта не должно рассматривать-

ся однозначно, так как похожая кожная реак-

ция может развиться, например, при туляремии 

[41]. По внешнему виду первичный аффект при 

Североазиатском клещевом риккетсиозе пред-

ставляет собой плотный инфильтрированный 

участок кожи коричневого или бурого цвета 

с некротическим участком или западающей яз-

вочкой в центре, покрытой темно-коричневой 

корочкой [9, 10]. При продолжающихся сим-

птомах, спустя несколько дней появляется 

сыпь, характер сыпи и ее расположение тоже 

зависит от вида риккетсий и может варьировать 

от полиморфной, состоящей из розеол и па-

пул, до петехиальной [10]. Сыпь при клещевом 

риккетсиозе встречается в 98,2% [10, 15]. Вос-

паление региональных лимфоузлов считается 

еще одним важным симптомом риккетсиозов, 

Рисунок 2. Кинетика развития клинических симптомов при риккетсиозах и рекомендуемые 

оптимальные сроки лабораторной диагностики
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однако его проявление также сильно отли-

чается при различных заболеваниях [154, 155]. 

Лимфангит является специ фическим симпто-

мом, чаще всего ассоциируемым, как отмеча-

лось выше, с инфекцией, вызываемой R. sibirica 

mongolotimoae [55].

Изменения стандартных лабораторных 
параметров в ходе заболевания

Изменения со стороны периферической си-

стемы крови у больных, страдающих от рик-

кетсиозов, довольно разнообразные, но при 

правильной интерпретации, могут быть ис-

пользованы для предварительного клиническо-

го диагноза риккетсиозов. Особенно в тяжелых 

случаях, связанных с массивным поражением 

эндотелиальных сосудов, в крови отмечается 

понижение уровня натрия, альбумина, и раз-

виваются разной степени тяжести анемия 

и тромбоцитопения [42, 65]. Число лейкоци-

тов обычно близко к норме, что отличает рик-

кетсиозы от других бактериальных инфекций, 

сопровождающихся лимфоцитозом [65]. Уро-

вень печеночных ферментов, включая аланин- 

и аспартаттрансаминазы, как правило увели-

чен [66]. Кроме того, у значительного числа 

пациентов отмечается повышенное содержания 

С-реактивного белка в сыворотке [66].

Серологические подходы 
к диагностике риккетсиозов

Серологические методы являются наиболее 

традиционными подходами к диагностике рик-

кетсиозов. Среди них необходимо упомянуть 

несколько методов, включая реакцию связы-

вания комплемента, реакцию агглютинации 

латекса, реакцию агглютинации и реакцию 

гемагглютинации. Все перечисленные методы 

используются в диагностической практике в те-

чение длительного времени и характеризуются 

относительно высокой специфичностью [76, 98, 

117]. В частности, серологическая диагностика 

Североазиатского клещевого риккетсиоза в Рос-

сии в большинстве своем осуществляется с при-

менением реакции связывания комплемента 

[2], хотя ведущие учреждения прикладывают 

значительные усилия для разработки более со-

временных методов диагностики [16]. К сожа-

лению, несмотря на известные преимущества 

и широкое применение, классические сероло-

гические методы не в полной мере отвечают 

современными требованиям к диагностике 

риккетсиозов в силу значительных затрат на по-

лучение соответствующих антигенов, трудно-

стей сo стандартизацией метода и недостаточно 

высокой чувствительностью [2, 98, 117].

Метод непрямой иммунофлуоресценции 

(МИФ) является основным референсным ме-

тодом для серодиагностики риккетсиозов [118] 

(рис. 3, III обложка); в англоязычной литера-

туре он чаще всего упоминается в качестве зо-

лотого стандарта [80]. Этот статус обусловлен 

высокой чувствительностью, быстротой по-

лучения результата, низкими затратами сы-

воротки и антигенов для проведения анализа 

и возможностью одновременного тестирования 

одного образца сыворотки с несколькими анти-

генами [80]. Определение конечного разведения 

или титра сыворотки, и установление титров 

неспецифической реактивности сывороток 

здоровых доноров может иногда представлять 

существенные методологические проблемы, 

но эти ситуации обычно разрешаются дополни-

тельными исследованиями и пилотным тести-

рованием репрезентативных образцов с целью 

установления специфических параметров для 

разных региональных антигенов или соответ-

ствующих наборов сывороток. В большинстве 

лабораторий в настоящее время специфиче-

ский уровень детекции для IgG класса антител 

установлен 1:64 и для IgМ антител — 1:32 или 

1:64. Следует отметить, что разные уровни не-

специфических результатов этого метода обыч-

но устанавливаются для диагностических целей 

и для серо эпидемиологических исследований. 

Наличие качественных антигенов и специфи-

ческих конъюгатов, а также соблюдение усло-

вий хранения сывороток является залогом до-

стоверных и воспроизводимых результатов, 

получаемых при МИФ.

МИФ позволяет проводить определение как 

IgG, так и IgM антител, хотя как в любом серо-

логическом методе, определение IgM антител 

может быть затруднено в связи с их более силь-

ной неспецифической реактивностью (и низкой 

специфичностью), часто объясняемой наличи-

ем у риккетсий липополисахаридных эпито-

пов перекрестнореагирующих с легионеллами 

и протеем [122]. Помимо этого, IgG иногда могут 

блокировать связывание IgM, которые харак-

теризуются меньшей аффинностью. Для более 

эффективного определения титра IgM рекомен-

дуется предварительная обработка сыворотки 

и удаление IgG [45, 80].

Эффективность и чувствительность МИФ 

зависит в значительной степени от времени 

забора крови относительно начала клиниче-

ских проявлений болезни (рис. 2). В большин-

стве случаев сыворотки, полученные в ранние 

сроки заболевания, оказываются отрицатель-

ными. Согласно многочисленным наблюде-

ниям, МИФ выявляет антитела к риккетсиям 

в 94–100% сывороток, начиная с 14 дня заболе-

вания [35, 56, 98]. Надежность и достоверность 

результатов увеличивается при параллельном 

тестировании парных сывороток, получен-

ных с двухнедельным интервалом (5–10 дней 

и 20–30 дней после начала заболевания). Исхо-

дя из этих наблюдений, наличие положитель-
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ной серологической реакции к риккетсиозным 

антигенам у пациентов с соответствующей 

клиникой и анамнезом не требуется для начала 

терапевтического лечения тетрациклином [32, 

35]. Такой подход особенно важен при лечении 

пациентов с быстротекущими формами рик-

кетсиозов, такими как пятнистая лихорадка 

Скалистых гор или Марсельская лихорадка. 

Наличие и продолжительность циркуляции 

антириккетсиозных антител в крови человека 

после выздоровления от риккетсиозной ин-

фекции определяется несколькими факторами 

и зависит от характера перенесенного заболе-

вания. В случае пятнистой лихорадки Скали-

стых Гор IgM антитела выявляются до 3–4 ме-

сяцев, а IgG могут определяться до 12 месяцев 

от начала заболевания [38]. С другой стороны, 

при риккетсиозах, вызываемых риккетсия-

ми с меньшей вирулентностью, например при 

Африканской клещевой лихорадке (R. africae), 

диагностируемые титры антител не выявля-

ются до 25–28 дня после начала заболевания 

[56]. Поэтому для для подтверждения диагноза 

необходимо исследование сывороток на более 

поздних сроках, в том числе у туристов, вер-

нувшихся из эндемичных регионов.

Для повышения качества результатов МИФ 

тестирования рекомендуется использовать ан-

тигены риккетсий, циркулирующие в регио-

не возможного заражения. В целом риккетсии 

обладают обширным набором перекрестно-

реагирующих антигенных эпитопов, включая 

эпитопы ЛПС и эпитопы нескольких поверх-

ностных белков, особенно ОmpA и OmpB [161]. 

К сожалению, закономерности взаимодействия 

этих эпитопов с сыворотками пациентов, стра-

дающих от разных риккетсиозов, полностью 

не установлены. Достоверно известно, что фор-

мирующиеся антитела отличаются по своей 

аффинности и специфичности в зависимости 

от сроков заболевания и состояния пациента. 

Поэтому при использовании гетерологичных 

антигенов, обнаруженные антитела могут быть 

результатом или недавнего острого заболева-

ния, или конвалесцентными антителами, сфор-

мировавшимися в результате предыдущего кон-

такта с теми же или другими видами риккетсий. 

В отдельных случаях, сыворотки больных про-

являют реактивность с антигенами риккетсий 

и клещевой и сыпнотифозной группы [61, 118]. 

Дальнейшее тестирование с целью установки 

этиологического диагноза требует проведения 

перекрестной адсорбции сыворотки с антиге-

нами подозреваемого этиологического агента 

и перекрестно реагируюших риккетсий и по-

следующего тестирования адсорбированных 

сывороток в МИФ с теми же антигенами.

Иммуноферментные тесты были разработа-

ны в разных вариантах для диагностики многих 

риккетсиозов [16, 38, 71]. Эти методы особенно 

привлекательны для лабораторий с наличием 

автоматического оборудования и достаточного 

количества очищенных антигенов. Иммуно-

ферментные тесты пригодны для проведении 

разного типа исследований по распростране-

нию риккетсиозных заболеваний с использова-

нием нескольких антигенов или ретроспектив-

ного скрининга коллекций парных сывороток. 

В идеальном варианте использование рекомби-

нантных риккетсиальных белков должно облег-

чить проблему получения антигенов и заменить 

трудоемкие процессы культивирования и вы-

деления риккетсий. К сожалению, клонирова-

ние и экспрессия основных антигенных белков 

риккетсий с доминирующим присутствием эпи-

топов, реагирующих со специфическими анти-

телами в сыворотках до сих пор представляет су-

щественную методологическую проблему [121]. 

Многие из этих эпитопов являются конформа-

ционными термолабильными эпитопами или 

подвергаются посттрансляционной модифика-

ции в нативном белке [34, 36, 45], что затрудняет 

получение рекомбинантных антигенов, полно-

стью соответствующих нативным белкам.

Лабораторная диагностика 
с использованием молекулярных 
методов

Детекция и характеристика специфических 

фрагментов риккетсиальной ДНК, амплифи-

цированной в ПЦР, является быстрым мето-

дом идентификации риккетсий даже если они 

присутствуют в относительно небольших ко-

личествах в клинических или полевых образ-

цах. При наличии нескольких десятков полно-

стью сиквенированных геномов разных видов 

риккетсий, специалисты имеют практически 

неограниченные возможности для выбора уни-

кальных сайтов для детекции разных видов 

риккетсий (табл. 2). Несколько сайтов и прайме-

ров, наиболее часто используемых в диагности-

ческой практике, были выбраны относительно 

случайно, поэтому они не представляют собой 

наиболее специфические или наиболее чув-

ствительные комбинации [33, 125, 151, 159]. Сре-

ди этих сайтов несколько участков генов 17 kDa 

белка, цитратсинтетазы и поверхностных бел-

ков ОmpA и ОmpВ, которые были среди первых 

генов, сиквенированных для риккетсий, и, как 

оказалось, имеют достаточное количество уни-

кальных и общих сайтов, позволяющих диффе-

ренцировать практически все виды риккетсий, 

за исключением R. bellii и R. canadensis [26, 43, 

125, 131, 133]. Использование консервативных 

праймеров, разработанных для амплификации 

16 рРНК гена эубактерий, позволило иденти-

фицировать новых представителей рода рик-

кетсий, циркулирующих вне классических эко-

логических систем, типичных для патогенных 
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риккетсий, включая риккетсии, найденные 

в пиявках, божьих коровках и других насеко-

мых [75, 77, 157, 158].

Праймеры, отличающиеся высокой специ-

фичностью для амплификации риккетсиальной 

ДНК, обладают очевидными преимуществами 

для лабораторной диагностики, так как они прак-

тически полностью исключают возможность не-

специфической детекции других бактерий [73]. 

Предварительное тестирование и оптимизация 

условий амплификации очень важно, так как 

степень генетической гетерогенности штаммов 

и изолятов, принадлежащих к одному и тому же 

виду или разным видам риккетсий, установлена 

только для очень малого числа патогенных и не-

патогенных риккетсий [49, 73].

Клинические образцы, наиболее подходя-

щие для ПЦР-тестирования включают цель-

ную кровь, сгустки крови, биоптат кожи и па-

тологические образцы, полученные в процессе 

вскрытия [32, 35]. Изредка, сообщаются резуль-

таты положительной детекции риккетсий с ис-

пользованием ПЦР в моче и сыворотке боль-

ных [84, 138], однако пригодность этого вида 

образцов для подтверждения диагноза изучена 

недостаточно. ПЦР детекция риккетсиальной 

ДНК в крови, плазме или сыворотке чаще все-

го наблюдается при тяжелых и быстротекущих 

случаях пятнистой лихорадки Скалистых Гор 

(ПЛСГ), как правило, с летальным исходом [84, 

95]. Этот феномен объясняется низким числом 

риккетсий, циркулирующих в кровотоке боль-

ного в процессе риккетсиозного заболевания, 

период циркуляции также ограничен. Напри-

мер, в крови больных, страдающих от ПЛСГ 

легкой и средней тяжести содержалось всего 

лишь от 100,7 до 101,2 ИД50/мл риккетсий, что 

было установлено путем заражения клеточной 

культуры кровью больного на пике заболевания 

и подсчета числа литических бляшек; 103 ИД50/

мл риккетсий содержалось в плазме больного, 

погибшего от быстроразвившейся и нелеченной 

формы ПЛСГ [72].

ДНК, экстрагированная из только что полу-

ченных или замороженных и хранившихся при 

–80°С образцов биоптата с места первичного 

аффекта или участка кожи, пораженного сы-

пью, считается наиболее пригодным материа-

лом для диагностической детекции риккетсий 

методом ПЦР [32, 35]. Диагноз Сибирского кле-

щевого риккетсиоза был подтвержден в резуль-

тате ПЦР детекции ДНК R. sibirica в 12 образцах 

биоптата кожи (корочки) с места первичного 

аффекта [2, 140]. ДНК R. helvetica была детек-

тирована в крови больного с лихорадочным за-

болеванием, развившимся после присасывания 

клеша [12].

ДНК, подходящая для ПЦР-тестирования, 

может быть также экстрагирована из фиксиро-

ванных патологических образцов или образцов 

приготовленных, для гистологического анализа 

[134]. В этих случаях требуется предварительная 

обработка материала с целью удаления фикса-

торов и стабилизаторов, присутствие которых 

отрицательно влияет на качество и количество 

полученной ДНК, и, соответственно, на успеш-

ное проведение ПЦР-тестирования [83]. По-

скольку забор биоптата ассоциируется с хи-

рургическим вмешательством, что может быть 

нежелательной процедурой, особенно у детей, 

тестирование материала, накопленного под ко-

рочкой в зоне инфильтрата первичного аффек-

та, является хорошей альтернативой и позволя-

ет подтвердить диагноз с использованием ПЦР 

[96, 115, 156]. Материал забирается с помощью 

стерильного ватного тампона, который потом 

помещается в стерильную пробирку и элюиру-

ется стерильным раствором согласно протоколу 

экстракции ДНК [70, 96].

При тестировании образцов крови, ЭДТА 

или цитрат натрия являются лучшим выбо-

ром антикоагулянтов по сравнению с гепари-

ном. Остаточные количества гепарина в дозах 

0,0016–0,1 U на 50 μL реакции ингибирует ПЦР 

прямо пропорционально количеству гепарина 

[162]. С целью учета нежелательных ингиби-

рующих компонентов, потенциально присут-

ствующих в клинических образцах, рекомен-

дуется повторное тестирование с другим геном, 

а также детекция нейтральных (конститутив-

ных) хозяйских генов (например, β-актин) [51]. 

Использование нового поколения полимераз, 

характеризующихся меньшей чувствительно-

стью к различным ингибиторам ПЦР, позволя-

ет в определенной степени разрешить проблему 

эффективной амплификации ДНК из разно-

образных образцов [62].

В настоящее время все больше внимания 

уделяется выбору праймеров, обеспечивающих 

максимальную специфичность, а также эффек-

тивность амплификации с учетом вторичной 

и третичной структуры участков ДНК и самих 

праймеров, использование в качестве мишени 

для ПЦР мультикопийных генов или уникаль-

ных последовательностей, идентифицированных 

на плазмидах отдельных видов риккетсий, а так-

же анализ филогенетических различий между 

близкородственными риккетсиями [48, 51, 73].

В геогрaфических регионах с известным спек-

тром риккетсиозных возбудителей применяет-

ся ПЦР с использованием разных типов ПЦР-

зондов [69, 130]. Однако необходимо учитывать 

возможность циркуляции ранее неизвестных 

патогенов на той же территории. Для обеспе-

чения эффективного и надежного выявления 

всех возможных возбудителей, рекомендуется 

проводить детекцию с использованием двух 

параллельных реакций и зондов, один набор 

для детекции консервативных фрагментов для 

определения принадлежности потенциального 
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патогена к роду Rickettsia, и другой — для детек-

ции видоспецифических фрагментов с целью 

этиологической идентификации возбудителя 

[72, 73]. При отсутствии специфических зондов, 

идентификация осуществляется путем сик-

венирования и анализа амплифицированных 

фрагментов ДНК. Такой подход может быть ре-

комендован для тестирования клинических об-

разцов и для детекции риккетсий в полевых об-

разцах. При отсутствии клинических образцов, 

ПЦР-тестирование клещей и других эктопара-

зитов, собранных с кожи или одежды больного, 

является хорошим индикатором потенциаль-

ного заражения при нахождении возбудителя 

в этих образцах [32, 35].

Иммуногистологические исследования
Инфекционный процесс и воспалительная 

реакция в месте присасывания клеща и сыпь 

являются ведущими дерматологическими сим-

птомами острой риккетсиозной инфекции, 

вызываемой большинством риккетсий, в том 

числе риккетсиями, циркулирующими на тер-

ритории России [9, 15, 115]. Соответственно, при 

появлении первичного аффекта и/или сыпи, 

и подозрений на риккетсиоз, рекомендуется 

провести забор биоптата из места, охваченного 

поражением, и приготовить образец для имму-

ногистологической детекции риккетсий в за-

фиксированных тканях [153–155]. Такой подход 

часто применяется при исследовании фаталь-

ных риккетсиозов, так как разработанная ме-

тодика дает хорошие результаты при изучении 

любого вида тканей внутренних органов. В на-

стоящее время эта методика не применяется для 

диагностики риккетсиозов в России, возможно 

из-за доброкачественного течения этих заболе-

ваний по сравнению с Лихорадкой Скалистых 

Гор и Средиземноморс кой лихорадкой.

Для проведения процедуры собранные об-

разцы фиксируют в 10% забуференном форма-

лине и заключают в парафин. Гистологичес кие 

срезы освобождают от парафина и затем де-

тектируют риккетсии с использованием спец-

ифической поликлональной сыворотки или 

моноклональных антител. Для выявления свя-

завшихся антител, проводится обработка био-

тинилированными антиглобулиновыми конъ-

югатами и щелочной фосфатазой, меченной 

стрептавидином; присутствие сформировав-

шихся комплексов обнаруживается после об-

работки преципитирующим субстратом ще-

лочной фосфатазы. Как отмечалось выше, при 

отсутствии свежих образцов ДНК может быть 

экстрагирована из фиксированных патологиче-

ских образцов или образцов, приготовленных 

для гистологического анализа, однако в этих 

случаях требуется предварительная обработка 

материала с целью удаления фиксаторов и ста-

билизаторов, присутствие которых отрицатель-

но влияет на качество и количество получен-

ной ДНК и, соответственно, на последующее 

ПЦР-тестирование [134]. Поскольку процеду-

ры фиксации, заключения в парафин и депа-

рафинизации могут вызвать дефрагментацию 

ДНК (зачастую только короткие фрагменты 

амплифицирутся из патологических образцов), 

тo в идеальном варианте ПЦР-тестирование 

должно проводиться на необработанном мате-

риале [39].

Несмотря на этот незначительный недоста-

ток, имммуногистологические исследования 

играют важную роль в диагностике риккетсио-

зов. Помимо прямой детекции антигенов или 

ДНК риккетсий, этa методология позволяет 

определить наличие специфических патологи-

ческих симптомов, типичных для риккетсиозов, 

включая микрососудистые изменения, форми-

рование микротромбов, миграцию лимфоцитов 

и инфильтрацию макрофагaми пораженного 

участка ткани [88]. В ранние сроки инфекции, 

при отсутствии детектируемого уровня антител 

и отрицательной ПЦР патологические и гисто-

логические исследования представляют прак-

тически единственный метод для подтвержде-

ния диагноза риккетсиозной инфекции.

Выделение риккетсий из клинических 
образцов

Выделение риккетсий из клинических об-

разцов является наиболее достоверным мето-

дом подтверждения риккетсиозной этиологии 

заболевания и в историческом плане было пер-

вым диагностическим методом, использован-

ным для этих целей. Несмотря на довольно дли-

тельную историю и наличие разных методов 

выделения, включая заражение морских сви-

нок и мышей, заражение куриных эмбрионов 

и различных типов и модификаций клеточных 

культур, выделение риккетсий из клинических 

образцов представляет довольно трудоемкий 

процесс [79]. Успех выделения возбудителя 

определяется многими факторами: типом био-

логического материала, сроками взятия образ-

цов, условиями их хранения и транспортиров-

ки, применением антибиотиков и др.

В принципе, присутствие одной живой рик-

кетсии может быть вполне достаточно для на-

чала инфекционного процесса при заражении 

животных или куриных эмбрионов. Однако 

практическое выделение риккетсий — весьма 

трудоемкая процедура, поэтому многие авторы 

предлaгали различные приемы повышения эф-

фективности этих методов [15, 79, 136].

Bыделение риккетсий, как правило, осу-

ществляется в специализированных лабора-

ториях. В частности, лаборатории, имеющие 

опыт работы с вирусными организмами и со-

ответствующими клеточными культурами, 

могут успешно справиться с задачей выделе-



125

2014, Т. 4, № 2 Диагностика риккетсиозов

ния риккетсий. В связи с высокой потенци-

альной опасностью аэрогенного заражения 

риккетсиями в некоторых лабораториях имели 

место случаи профессионального заражения 

этими возбудителями [60, 104, 107, 160]. Более 

того, в России только лаборатории имеющие 

санитарно-эпидемиологическое заключение 

о возможности проведения работ с возбудите-

лями 2 группы патогенности могут осущест-

влять эти исследования [14]. В соответствии 

с СП 1.3.1318-03 ко 2 группе патогенности от-

носятся следующие риккетсии: R. prowazekii, 

R. typhi, R. rickettsii, O. tsutsugamushi и C. burnetii. 

К 3 группе патогенности относятся: R. sibirica, 

R. сonorii, R. akari, R. australis, R. japonica и дру-

гие близкородственные риккетсии. Однако, 

выделение риккетсий, относящихся к 3 группе 

патогенности также должно осуществляeтся 

лишь в спецализированных лабораториях, так 

как исследуемый биологический материал по-

тенциально может быть заражен возбудителя-

ми 2 группы патогенности, например вирусом 

клещевого энцефалита [18, 119].

 Для изоляции ДНК риккетсий пригодны 

как клинические материалы, так и клещи, бло-

хи и другие эктопаразиты [32, 35, 47, 79, 80, 110]. 

Исключение составляют образцы, загрязнен-

ные в процессе сбора или хранившиеся в усло-

виях, неподходящих для сохранения метаболи-

чески активных риккетсий; но как правило эти 

факторы не влияют на выделение качественной 

ДНК и ПЦР-детектирование. В большинстве 

случаев, жизнеспособность риккетсий в клини-

ческих образцах сохраняется в течение первых 

24–48 ч на льду при оптимальной влажности; 

клещей и других эктопаразитов лучше хранить 

при комнатной температуре, чтобы предот-

вратить рост поверхностных бактерий и гриб-

ков. Образцы биоптата кожи и эктопаразитов 

представляют наибольшую методологическую 

проблему в процессе изоляции риккетсий, по-

скольку свободноживущие быстрорастущие 

бактерии и грибки могут подавить размноже-

ние медленнорастущих риккетсий. Для пре-

дотвращения возможной контаминации, 

рекомендуется проводить поверхностную об-

работку эктопаразитов 10% раствором хлора-

мина и затем 70% раствором этилового спирта, 

соответственно в течение 10 и 5 мин перед их 

использoванием [46, 47]. Другие методы обра-

ботки включают последовательное промывание 

в растворах 2% Микро-Кем Плюс (Micro-Chem 

Plus), 10,5% гипохлоритa натрия (NaOCl) и 3% 

перекиси водорода [109]. Обычно клещ разре-

зается на две половинки, одна используется для 

приготовления ДНК, а другая — для выделения 

риккетсий. Образцы кожи рекомендуется раз-

делить на несколько фрагментов, используемых 

для патогистологических исследований, ПЦР 

и выделения [108, 110]. При использовании об-

разцов крови, с целью уменьшения количества 

эритроцитов в клеточной культуре рекоменду-

ется проводить фракционирование и использо-

вать для заражения лейкоцитарную фракцию.

При выделении риккетсий используют нес-

колько клеточных культур, включая клетки 

VERO, полученные из почечных клеток мар-

тышки, облученные клетки мышиных фиб-

робластов (L929) и эмбриональные легочные 

клетки человека [79, 108, 110]. Использование 

первичных культур из клеток клещей и дру-

гих насекомых получило широкое применение 

для выделения риккетсий, неадаптированных 

к рос ту в клетках, полученных из теплокровных 

организмов [52, 91, 136]. Наиболее успешной яв-

ляется процедура заражения клеток, культи-

вируемых на покровном стекле, помещенном 

в культуральный флакон или планшет [79, 136]. 

В зависимости от количества инфицированного 

материала заражение можно проводить во фла-

коне для клеточных культур или в 6-, 24- или 

96-луночных планшетах.

Материал, приготовленный для заражения, 

вносят в заранее приготовленные пробирки 

или плашки и центрифугируют для увеличения 

эффективности адсорбирования риккетсий 

к рецепторам клеток монослоя, супернатант 

удаляют и добавляют полноценную клеточную 

среду с необходимым набором факторов роста. 

Наличие современной информации об инди-

видуальных метаболических особенностях раз-

ных микроорганизмов позволяет создать спец-

ифические клеточные среды и выбрать условия 

культивирования, обеспечивающие рост рик-

кетсий, для которых клеточные культуры были 

в прошлом довольно проблематичны, как на-

пример для R. felis [78]. Также появилась возмож-

ность культивирования облигатных бактерий, 

таких как C. burnetii в бесклеточной среде [106]. 

Для предотвращения бактериального и грибко-

вого загрязнения рекомендуется добавлять 0,2% 

раствор пенициллина и стрептомицина и 1% 

раствор амфотерицина (фунгизон) или анало-

гичные препараты. Зараженные клетки затем 

инкубируют при оптимальной температуре 

от 28 до 34°С, начиная с 48–72 ч после зараже-

ния готовят мазки и/или выделяют ДНК из 1 мл 

клеточной среды, чтобы оценить рост риккет-

сий. При наличии признаков роста и накопле-

ния риккетсий проводят пассирование и на-

копление полученного изолята. Последующая 

характеристика основана на анализе несколь-

ких фрагментов риккетсиальной хромосомы, 

включая фрагменты генов ОmpA, ОmpB, Sca4 

и GltA, рекомендованные для оценки межвидо-

вых и внутривидовых различий риккетсий [54], 

а также межгенных регионов, позволяющих 

проводить дальнейшую и более тщательную 

идентификацию, особенно в случае близкород-

ственных изолятов [48, 54].
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Заключительные рекомендации

Основываясь на особенностях клинической 

картины риккетсиозных заболеваний, биоло-

гии риккетсий и кинетики процессов взаимо-

действия риккетсий с клеткой хозяина, будущие 

подходы в лабораторной диагностике риккет-

сиозов потребуют дальнейшего развития и усо-

вершенствования серологических и молекуляр-

ных методов. Использование новых технологий 

будет способствовать совершенствованию ру-

тинных методов диагностики, повышению их 

чувствительности и специфичности.

Вполне вероятно, что МИФ и иммунофер-

ментные методы будут продолжать доминиро-

вать в связи с ограниченным числом лаборато-

рий, производящих риккетсиальные антигены. 

Поскольку рынок сбыта риккетсиальных диа-

гностических препаратов относительно огра-

ничен, лишь небольшое число биотехнологи-

ческих предприятий способно инвестировать 

в дальнейшее развитие альтернативных мето-

дов для производства очищенных препаратов 

риккетсий. В настоящеe время большинство 

МИФ-диагностикумов характеризуется груп-

повой реактивностью и, как правило, несколько 

патогенных риккетсий с перекрестнореагирую-

щими антигенами циркулируют на одной и той 

же территории, поэтому новое поколение те-

стов должно обеспечивать детекцию на видовом 

уровне. В связи с этим, возможность проведения 

рутинной перекрестной адсорбции с панелью 

региональных антигенов представляет уникаль-

ную возможность для более аккуратного и эф-

фективного эпиднадзора риккетсиозов и своев-

ременного распознавания новых заболеваний 

[81]. Поскольку производство большого набора 

индивидуальных риккетсиальных антигенов 

не представляется возможным или рентабель-

ным начинанием, разработка мультиплексных 

диагностических тестов является оптимальной 

альтернативой для решения этой проблемы. 

Эти методы могут быть разработаны на оcнoвe 

традиционных иммуноферментных методов, 

но должны обладать повышенной чувствитель-

ностью и потенциалом для дифференциальной 

идентификации различных возбудителей.

Совершенно очевидно, что молекулярные 

методы будут доминировать в качестве мето-

дов диагностики в острой стадии заболевания 

в виду их универсальности, транспортабельнос-

ти и теоретически высокой чувствительности. 

Например, разработка новых методов детекции 

на основе изотермической амплификации ну-

клеиновых кислот вообще устраняет необходи-

мость использования термоциклеров [97, 130]. 

Такие методы уже стали разрабатываться при-

менительно к диагностике риккетсиозов [97, 

111] и, возможно, станут первыми диагностичес-

кими тестами, которые можно применять не-

посредственно в клинических и стационарных 

условиях, не отходя от постели больного [147]. 

Широкое использование этих методов в клини-

ческой практике потребует более детальных ис-

пытаний и стандартизации используемых реа-

гентов, обязательного получения идентичных, 

сопоставимых и воспроизводимых результатов 

при выполнении теста разными лаборантами. 

Также не исключено, что методы амплифика-

ции целого генома риккетсиий будут исполь-

зоваться в скором будущем для увеличения 

вероятности детекции единичных микроорга-

низмов в отдельном органе или ткани [74].

В целом, наличие усовершенствованных ме-

тодов лабораторной диагностики позволит осу-

ществлять более быструю и надежную иденти-

фикацию классических и новых риккетсиозов, 

а также клинических случаев с атипичными 

симптомами. Эти новые тенденции должны улуч-

шить качество медицинского обслуживания на-

селения, страдающего от этих заболеваний, и по-

высить эффективность эпидемического надзора 

за риккетсиозами по стране в целом и в ситуациях 

их случайного ввоза из-за границы.
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Abstract. We present a concise review of contemporary laboratory methods for diagnosis of rickettsioses with special em-

phasis on diseases known in Russian Federation. Classic and emerging rickettsioses are transmitted by a diverse and 

expanding group of arthropod vectors including ticks, fleas, lice and mites. While epidemiological and clinical clues can 

provide information important for initial suspicion of rickettsial infection, sensitive and specific laboratory methods are 
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necessary for providing probable or confirmed diagnosis of the rickettsial infection. Accurate and rapid confirmation 

of rickettsial infection is important for ensuring proper clinical care and prompt initiation of antibiotic therapy. Correct 

identification of the etiology of rickettsial diseases is also important for early identification of clustered cases, novel foci 

of infections, and for timely initiation of public health responses to these potentially fatal infections.
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