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Введение
В лесах Костромской области встречаются паразитические насекомые - оленьи кровососки (Lipoptena cervi), входящие в семейство Hippoboscidae, отряд Diptera. Другие названия насекомого: «лосиная муха», «лосиная вошь», «лосиный клещ». Оленьи кровососки — облигатные кругложизненные эктопаразиты, питающиеся кровью теплокровных животных. Основными хозяевами-прокормителями этой мухи являются лоси, олени, косули, маралы (парнокопытные семейства оленьих Cervidae) и крупный рогатый скот, реже находят на кабанах, барсуках, лисах, росомахах, медведях, собаках, овцах, козах  и др.  
Lipoptena cervi имеют уплощенное светло-коричневое тело. Длина крылатой мухи составляет 3,5-6 мм. Голова ее направлена вперед и уплощена, усики располагаются в глубоких впадинах на лбу. Крупные фасетчатые глаза по бокам головы занимают до 25 % ее поверхности, а так же имеются 3 простых глазка. Ротовой аппарат колюще-сосущего типа. По бокам груди расположены сильные, с утолщенными бедрами ноги, заканчивающиеся коготками. Крылья хорошо развиты, прозрачные и плотные, длиной 5,5 — 6 мм. Брюшко способно растягиваться при питании кровью и расширении яйцеводов у самок. Питаются Lipoptena cervi 15-20 раз в сутки, высасывая за одно кормление от 0,2-0,3 до 1,5 мг крови [2,3,5].
В течение 2-3 недель после начала питания наступает период созревания мух. У самок кровососок наблюдается живорождение. Через 16-19 дней после копуляции в их брюшке в маткообразном расширении яйцевода развиваются личинки. Продолжительность жизни бескрылой формы оленьей кровососки на теле хозяина составляет 5-6 месяцев, к началу лета лоси полностью освобождаются от кровососок.
 Предкуколки (3-4 мм) выделяются по одной с 2-3 –х дневным интервалом. Они темнеют и затвердевают во внешней среде, превращаясь в пупарии и выпадают на землю. Первые предкуколки появляются в сентябре, выделенные в период с октября по март начинают развиваться лишь с наступлением относительно теплой погоды (14-16˚С). За всю свою жизнь самка может отложить от 20 до 30 пупариев. Развитие куколки продолжается до августа, тогда появляются взрослые крылатые особи мух — потомки вылетевших в прошлом году кровососок. 

Вылупление кровососок в средней полосе России происходит с середины августа до середины октября. Кровососки летают плохо, нападают на движущуюся жертву в дневное время, чаще с деревьев, находящихся в радиусе 50 м, а при низкой температуре – с травы, двигаясь в сторону прокормителя с расстояния  до 15 м. Попав на тело хозяина кровососки сбрасывают крылья, обламывая их у основания, зарываются в шерсть и приступают к питанию кровью как самки, так  и самцы [3,5]. 

В местах их паразитирования кожа у животных гиперемирована, имеет расчесы и ссадины – испытывая сильный зуд, лоси чешутся о деревья, забираются в воду канав, прудов, рек, где подолгу стоят, что нарушает их нормальное питание, развивается дерматит, а также задерживают рост молодняка [15]. Количество оленьих кровососок напрямую связано с численностью лосей и оленей.   Учитывая массовость поражения и вред, приносимый оленьими кровососками животным в лесах, заражение ими следует рассматривать как болезнь — липоптеноз [16]. Туши отстрелянных и трупы павших зверей истощены, на коже местами облысевшие пятна. Шкура плохо снимается. При вскрытии находят красно-желтоватые инфильтраты в подкожной клетчатке. В сердечной сорочке желто-розовая жидкость. Мышца сердца дряблая. Легкие синюшные, иногда в них находятся абсцессы Животные, пораженные сосальщиками или эхинококками, от множества кровососок могут погибнуть [15].
Оленья кровососка может нападать на человека и питаться его кровью. Укус лосиной вши приводит к развитию дерматитов разной степени тяжести. При повторном укусе может развиться аллергическая реакция, местная или системная, так как аллергены насекомых сохраняются длительное время в крови человека. Человек не является специфическим прокормителем, в этом случае кровососка не в состоянии завершить свой репродуктивный цикл и дать потомство.   [2,3,5,14, 15]. 
        Кровососки и иксодовые клещи занимают тот же ареал, питаются кровью тех же позвоночных животных, поэтому велика вероятность, что Lipoptena cervi является носителем боррелий и способна вызывать болезнь Лайма у человека [10].  По результатам исследований О.В. Бураковой до 27,6% голодных окрыленных мух L. cervi и до 80% особей снятых с лосей содержат спирохеты. У кровососок установлена возможность трансовариальной и трансфазовой передачи возбудителя боррелиоза [5, 12].  В настоящее время боррелиоз является лидирующей болезнью среди всех трансмиссивных природно-очаговых инфекций, связанных с иксодовыми клещами [1]. Болезнь Лайма регистрируется в 68 административно-географических субъектах РФ. Так, на территории Ярославской области, которая является эндемичной по иксодовому клещевому боррелиозу, показатели заболеваемости в разные годы превышают общероссийские в 4 - 13 раз [7]. В Костромской области в среднем на 100 исследованных клещей приходится 10-15 носителей боррелий [4]. При болезни Лайма у человека могут поражаться многие органы и системы организма: кожа, нервная система, опорно-двигательный аппарат, сердечно-сосудистая система, глаза, печень, селезенка и др. В раннем периоде заболевания развивается мигрирующая эритема, являющаяся клиническим маркером боррелиоза [9].
Несмотря на значимость проблемы, изучение Lipoptena cervi и разработка методов борьбы с ней в Центральной России проводится недостаточно. Создание подкормочных площадок в Красносельском районе на лосеферме позволяет концентрировать лосей на ограниченном пространстве. Таким образом, концентрация особей в этом районе по сравнению с природной возросла в 4 - 5 раз, что способствует повышению экстенсивности инфестации животных. К тому же, в частности, на территории лосефермы постоянно находится большое количество людей (туристов, обслуживающего персонала) на которых кровососки нападают в активную фазу и вызывают аллергические дерматиты и ряд других болезней [5]. В других районах Костромской области кровососки так же проявляют свою активность в указанные периоды года.
Цель работы: изучить распространение оленьей кровососки на территории Костромской области, оценить эффективность средств, используемых при энтомозах у лосей в заказнике и выявить опасность нападения кровососок для человека. 
Задачи исследования:  изучить распространение и зараженность лосей основным возбудителем энтомозов; определить действие фипронила на Lipoptena cervi; определить эффективность мер борьбы с кровососками в условиях Сумароковской лосиной фермы; оценить риск инфицирования людей боррелиями в случае нападения оленьих кровососок.
Научная новизна. Изучено распространение и зараженность лосей оленьими кровососками. Установлены сроки лёта Lipoptena cervi в Красносельском районе Костромской области. Определена терапевтическая эффективность концентраций фенилпиразолов (фипронил) на насекомых. Испытана инсектицидная эффективность препарата капли Барс на одомашненных лосях в условиях лосефермы. Выявлена специфическая ДНК на боррелиоз у Lipoptena cervi в Костромской области. 
Материалы и методы исследований
Работа выполнялась на Сумароковской лосиной ферме, в лаборатории паразитологии Костромской ГСХА и клинико-биохимической лаборатории ОГБУЗ «Городская больница г. Костромы» в 2014-2017 годах. 
Ксенодиагностика проводилась согласно МУ 3.1.3012 – 12  «Сбор, учет и подготовка к лабораторному исследованию кровососущих членистоногих в природных очагах опасных инфекционных болезней» со сбором кровососок с животного и человека. Основной сбор кровососок проводился в лесной зоне Красносельского района и соседних районов - Судиславского и Костромского. 
Микроскопирование и фотографирование микропрепаратов проводили с использованием микроскопа биологического Микромед 1 с видиоокуляром, МБС.
В лабораторных условиях, изучалось инсектицидное действие препарата: капли на холку «Барс», в состав которого входит фипронил 50 мг/мл. Для этого готовили водные эмульсии с различным содержанием действующего вещества: разведение в 50, 100 и 200 раз. Затем брали по 4 особи взрослых мух и сажали их на кружок белой хлопчатобумажной ткани диаметром 9 см. Ткань складывали углом и погружали на несколько секунд в испытуемую эмульсию. После чего ткань несколько раз прикладывали к фильтровальной бумаге. Затем разворачивали, выкладывали в чашку Петри, закрывали крышкой и ставили в термостат при температуре 35˚ С.  В контрольном опыте ткань с насекомыми погружали так же в водопроводную воду и в чашках Петри ставили в термостат. Через  2, 6 и 24 часа учитывали количество мертвых кровососок. 

Следующим этапом исследований проводились испытания препарата на лосях старше 2-х лет. Капли на холку «Барс» наносили точечно вдоль позвоночного столба на кожу животных, учитывали реакцию организма лосей и эффективность обработки.
Для изучения зараженности кровососок спирохетами проводились методы микроскопии окрашенных фиксированных препаратов из кишечника кровососок.   Для приготовления препарата от мухи, удерживая ее пинцетом, отрезают задний край тела, проводят срезом по поверхности предметного стекла, делая мазки по 2,5 - 3,0 см. Мазки высушивают на воздухе и фиксируют. Окраску проводят общепринятым способом по Романовскому - Гимза (40 минут в 5% водном растворе Гимза). Затем препарат докрашивали  кристаллическим фиолетовым в течение 15 минут.  Мазки изучали под микроскопом при оптимальное увеличение - x600 - x750 в системе с масляной иммерсией (объективы: x90 - x100). Всего изучен материал от  20 кровососок.

Для расширенного исследования методом ПЦР–диагностики в специализированной лаборатории на приборе ДТ-96 (Производитель «ДНК-Технология» Россия с помощью набора «Ампли Сенс ТBEV, Borellia burgdorferi sl Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia chaffeensis\Ehrlichia muris» было изучено 483 кровососки (групповым методом).
Результаты исследований и их обсуждение.
Среди паразитических насекомых в лесах Костромской области обитает  Lipoptena cervi - оленьи кровососки (рис. 1). Оленья кровососка – небольшая, до 6 мм длиной (с крыльями – около 10 мм) темно-окрашенная муха, с крупными глазами, хорошо заметным, направленным вперед, колющим хоботком (рис. 2-3). Тело мух уплощено в дорсо-вентральном направлении. Лапки кровососки снабжены зубчатыми коготками, позволяющими паразиту легко удерживаться и передвигаться по телу хозяина. Кровососки активны только в дневное время суток, нападают на движущиеся объекты (животных и человека). Для нападения на прокормителя муха использует крылья, которые она обламывает достигнув цели.  Далее бескрылая муха пробирается к кожному покрову через грубую шерсть лося и приступает к питанию. Этот вид кровососки является специфичным паразитом семейства оленей (рис. 2).  Насекомые нападают часто лосей и  локализуются у них преимущественно на груди, холке и шее, реже на голове лосей.
При проведении изучения активности насекомых, кровососки также нападали на исследователей, после чего по одежде, чаще по спине, пробирались к волосистой части головы. В период активности насекомых, по нашим наблюдениям,  цвет одежды человека не имел никакого значения  при выборе кровосоской прокормителя.

К маю лоси являются свободными от кровососок на своем теле. Считается, что после весенней линьки животные полностью освобождаются от паразитов. По нашим наблюдениям, в лесах Красносельского района Костромской области, на территории заказника, оленьи кровососки активизировались в 2014 году с 15 августа и были активны по 19 октября; в 2015 году - с 1 августа по 9 октября, в 2016 году – с 17 августа по 17 октября, в 2017 году с 30 августа по 2 октября (рис. 3). Таким образом, сезонная активность крылатых форм этих насекомых в нашей зоне представлена с августа по октябрь. Однако, нужно отметить, что в 2017 году лёт начался в последние дни августа, пик активности приходился на 1-6 сентября, после чего активность резко пошла на спад. Данный факт можно сопоставить с погодными условиями летом в 2017 году. Так, среднемесячная температура в июне была ниже на 4˚С, а  в июле – на 1,8˚С. 
Дойные лосихи - животные привилегированные, и сразу после отёла они получают право на свободный выпас и возвращаются на ферму только на дойку и подкормиться овсяной кашей. Обслуживающий персонал давно заметил, что лосихи, пораженные кровососками, охотно поддаются прочесыванию. Лосиная кровососка, питаясь кровью, причиняет боль животному. На теле взрослого лося одновременно может находиться от 200 до 1000 насекомых. Доярки, воспитатели вычесывали насекомых из шерсти лосих, избавляя в свою очередь, животных от зуда и болезненных укусов, что  служило дополнительным стимулом  и «полезным» признаком для привлечения на ферму прирученных  в процессе доместикации лосих. Это действие приветствуется и в настоящее время. Ранее по этой причине доярки были категорически против применения специальных препаратов для обработки лосих против эктопаразитов. Тем не менее, кровососки причиняют болезненность животным, угнетают их нервную систему и могли приводить к ослаблению организма. Количество этих насекомых на территории заказника, где сосредоточено большое количество лосей-прокормителей лосиных мух, с каждым годом возрастало. Кровососки стали чаще нападать на людей в осенний период, что заставило работников пересмотреть целесообразность обработок лосей специфическими препаратами. 

На теле лосей осенью численность кровососок в среднем составляла на лосятах до года - 2 кровососки на 10 см2; у лосей старше года - до 4 кровососок на 10 см2, на лосихах количество бескрылых мух достигало более 6 экземпляров на 10 см2.  
Для обработки лосей против эндо- и эктопаразитов на протяжении  семи лет используют препараты широкого спектра действия на основе ивермектина: Ивермектин, Универм, Аверсект-2 ВК. Известно, что препараты авермектинового ряда обладают  нематоцидной, инсектицидной и акарицидной активностью и достаточно давно и повсеместно вошли в ветеринарную практику [6]. После парентерального введения препарата ивермектин быстро всасывается из места инъекции и распределяется в органах и тканях животного, обеспечивая длительное паразитицидное действие [13]. Тем не менее, на кровососок эти препараты не оказывают губительного действия и количество питающихся мух заметно не уменьшается. Таким образом, если препарат показывал высокую эффективность в отношении гельминтов и оводовых болезней лосей, то эффективность против кровососок и иксодовых клещей была невелика [8,11]. 
Возникла необходимость в подборе других средств борьбы с кровососками. Были предложены капли на холку «Барс». Этот препарат является инсектоакарицидным  и  применяется  собакам и кошкам при поражении иксодовыми клещами, блохами и чесоточными клещами. Капли используют для непродуктивных животных и противопоказан кормящим плотоядным. В состав препарата входит фипронил, который обладает выраженным системным и контактным инсектоакарицидным действием на эктопаразитов. Препарат при накожном нанесении накапливается в эпидермисе и сальных железах животного, не проникая в кровь. После этого, если паразит контактирует с кожей животного и начинает пить кровь, инсектицид попадает в организм кровососа через хитиновые покровы и приводит к нарушениям в работе нервной системы, параличу и гибели [13]. Таким образом, оказывает контактное действие на эктопаразитов, обеспечивая защиту животных от членистоногих в течение 1–2 месяцев после однократного применения капель. 
В 2016 году в лабораторных условиях были проведены исследования инсектицидного действия препарата Барс (на основе фипронила). Проверялась терапевтическая эффективность концентраций препарата на кровососок (рис. 4). При учете результатов было выяснено, что препарат в разведении 50 и 100- кратно вызывал гибель кровососок уже через 2 часа, при разведении в 200 раз гибель кровососок через 2 часа составила 75%, тогда как через 6 часов летальность составила 100. Насекомые в контрольной чашке оставались живыми в течение всего опыта (рис. 5). 
В 2014 году препарат пробно был применен трем лосям в возрасте 2-х лет, интенсэффективность капель составила более 95%. С 2015 года по настоящее время препарат применяется всем животным старше 2-х лет. Как и собакам, лосям препарат капельно наносится вдоль позвоночного столба и несколько точек по бокам животного. Дозировка препарата была ниже, чем предложено для плотоядных  в пересчете на живую массу. Так, если для собак рекомендуется по наставлению на 10 кг живой массы 1 пипетка, то для лосей достаточно на 500 кг живого веса 5 пипеток. Таким образом, дозировка для лосей в 10 раз меньше, чем предложено производителем для плотоядных. Интенсэффективность препарата оказалась очень высокой (более 90%). На теле животных практически не обнаруживали кровососок. 
При этом побочных эффектов у лосей не отмечается, животные хорошо переносят применение каплей Барс (рис. 6). Препарат был нанесен животным в октябре, когда у лосей закончился брачный период.  В этот период лосихи не доятся, поэтому угрозы отравления человека инсектицидами через молоко отсутствует. 
Таким образом, препарат опытным путем был адаптирован для применения диким копытным животным в борьбе с кровососками. Эффективность действия препарата на кровососок за время использования (три года) не снижается. Препарат в каплях удобен в применении, дешевый и эффективный в отношении Lipoptena cervi.
С целью оценки риска инфицирования людей боррелиями в случае нападения оленьих кровососок нами были проведены дополнительные исследования. Для этого с августа по октябрь месяц проводился сбор окрыленных форм мух с одежды людей в Красносельском районе, для сравнения в Судиславском и Костромском районах и бескрылых форм с лосей на лосеферме Красносельского района. Всего было собрано 503 особи Lipoptena cervi (рис. 7).
Для метода микроскопии использовали 20 особей кровососок. Методику приготовления препаратов использовали из «Методических указаний по эпидемиологии, диагностике, клинике и профилактике болезни Лайма» предназначенную для исследования иксодовых клещей [9]. Объектом микроскопии служил кишечник живых окрыленных голодных кровососок. Использовали метод фиксированных препаратов (рис. 8). Окрашенные препараты в количестве 40 штук (по два стекла от кровососки) просматривали под микроскопом со светлопольным конденсором и препаратоводителем, в системе с масляной иммерсией. При просмотре препарата просмотрено по 100 полей зрения. В результате микроскопии извитых форм боррелий в мазках из кишечника не обнаружено (рис. 9).
При ПЦР-диагностике групповым методом исследовано 483 насекомых на боррелиоз, анаплазмоз, эрлихиоз. Из кровососок сформировали партии в зависимости от района сбора биоматериала. Так, №1, №4, №5 партия собрана в Красносельском районе, партия №2 – Судиславский район и партия №3 – Костромской район. Партия № 4 и № 5 состоят из насекомых, собранных с лосей. По результатам исследования в партии № 4 была выявлена ДНК на боррелиоз. В остальных пробах ДНК на боррелиоз, эрлихиоз и анаплазмоз не выявлена. Факт обнаружения свидетельствует о возможности передачи боррелиоза человеку в случае питания на последнем или втирания в кожу спирохет из кишечника насекомого при случайном раздавливании мухи на теле человека. 
Заключение
В заключении можно сделать следующие выводы и предложения:
1. Зараженность лосей оленьей кровосоской (Lipoptena cervi L.) на лосеферме с августа составляет 100%. Мухи нападают на движущихся животных в лесах.

2. Окрыленные формы этих мух отмечаются в августе - октябре; бескрылые (на теле прокормителей-лосей) – с середины августа до весны следующего года. К маю лоси освобождаются от кровососок после линьки. 

3. Препараты авермектинового ряда широкого спектра действия не освобождают животных от эктопаразитов, только несколько снижается интенсивность инфестации.

4. Вещество фипронил в разведении 1:50, 1:100 вызывает гибель кровососок в течение 6 часов.

5. Капли на холку «Барс» на лосях в течение трех лет показывают высокую инсектицидную активность (интенсэффективность более 90%) и обработки хорошо переносятся животными.

6.       На территории Костромской области у Lipoptena cervi  групповым методом с помощью ПЦР-диагностики выявлены ДНК на боррелиоз. Методом микроскопии окрашенных мазков спирохеты не обнаружены.
7.    Человеку, находящемуся в лесной зоне в период активности кровососок необходимо помнить о защитной одежде и после похода тщательно осматривать свою одежду на наличие членистоногих. Собирать кровососок с людей и с животных следует в средствах защиты (в перчатках).  
8.   В лечебно-профилактических мероприятиях при энтомозах лосей  на Сумароковской лосиной ферме рекомендуем чередовать применение различных инсектицидных препаратов, чтобы предотвратить приобретение устойчивости у кровососок.
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Рисунок 1. Lipoptena cervi: а – особи, снятые с лосей в Красносельском районе Костромской области; б - куклородность кровососок.
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Рисунок 2. Особенности морфологии Lipoptena cervi: а - фасеточные глаза мухи; б -  ротовой стилет кровососки; в - лапки кровососки снабжены зубчатыми коготками, позволяющими паразиту легко удерживаться и передвигаться по телу хозяина; г – работа исследователя.

[image: image1.jpg]



Рисунок 3. Нападение крылатых форм мух на лосей в Красносельском районе 2014-2017 гг.
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Рисунок 4 (а, б). Постановка опыта по изучению инсектицидного действия фипронила. 
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Рисунок 5. Учет результатов в опытных и контрольной чашке.
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  Рисунок 6 (а, б). Животные после обработки каплями Барс.
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Рис. 7 (а, б). Сбор Lipoptena cervi для проведения специальных исследований на боррелиоз.
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Рисунок 8 (а-г).  Приготовление окрашенных фиксированных препаратов из кровососок.
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Рисунок 9. Микроскопия препаратов на наличие боррелий.
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