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  Многие виды птиц не имеют ярко выраженного полового диморфизма или же приобретают его в только в половозрелом возрасте. Морфологические промеры, определение по поведению не всегда надежны. Лапароскопия не подходит для определения пола у неполовозрелых птиц, в то время как пол часто необходимо определять у птенцов, так как они обычно бывают объектом продажи и передачи в другие зоопарки и питомники. Определяя пол по хромосомам, трудно бывает получить хорошие препараты. Ошибки в определении пола часто становятся причиной отсутствия размножения птиц в неволе.
  Надежным методом определения пола птиц, разработанным Гриффитсом (Griffiths et al., 1996, 1998) и независимо Эллегреном (Ellegren, 1996), является определение по ДНК, основанное на использовании полимеразно-цепной реакции (ПЦР). Метод ПЦР или специфической амплификации ДНК позволяет избирательно синтезировать in vitro относительно небольшие участки ДНК длиной от нескольких десятков до нескольких сотен (реже до 1000 -2000) пар нуклеотидов, используя в качестве матрицы любые образцы ДНК, содержащие амплифицируемую последовательность (Глазко и др., 2001). Синтезируемый (амплифицируемый) участок ДНК выделяется специальными затравками- праймерами.
  Суть метода, разработанного Гриффитсом, заключается в том, что на половых хромосомах птиц был найден ген белка хромохеликазы ДНК (CHD), представленный двумя копиями: CHD-Z и CHD-W. У птиц гетерогаметный пол - самки (хромосомы ZW), а гомогаметный пол - самцы (половые хромосомы самцов ZZ). Любой ген состоит из экзонов и интронов. Экзоны гена хромохеликазы ДНК одинаковы на обеих половых хромосомах, а интроны имеют разный размер на Z и W хромосомах. Таким образом, у самцов при амплификации гена хромохеликазы образуются фрагменты ДНК одинаковой длины, а у самок - разной (CHD-Z и CHD-W). Следующий этап - анализ в геле в электрофоретической камере. ДНК отрицательно заряжена, и под действием тока движется от отрицательного полюса к положительному. Скорость такого движения зависит от размера фрагментов ДНК - более короткие двигаются быстрее более длинных. Поэтому после внесения в гель полученных продуктов реакции и проведения электрофореза у самок в ультрафиолетовом свете можно видеть две светящиеся полосы, а у самцов - одну. Важно правильно подобрать условия электрофореза, так как разница в длине амплифицируемых фрагментов на Z и W хромосомах разная у разных видов.
  Этот метод годится для всех видов килевых птиц, однако у сов разница в длинах фрагментов у самок столь незначительна, что требуется более сложный анализ: использование для электрофореза 8% денатурирующего геля.
Материал
  ДНК можно выделять как из крови, так и из перьев птиц. Так как эритроциты птиц в отличие от млекопитающих имеют ядра, то для выделения нужного количества ДНК достаточно небольшого количества крови - капли на фильтровальной бумаге. Перо должно быть выдернуто; перья, выпавшие в результате линьки, не годятся. Особенно много ДНК выделяется из молодых, растущих (“кровяных”) перьев. При отправке на анализ следует следить, чтобы не произошло загрязнения образца чужеродной ДНК - образцы с кровью на фильтровальной бумаге следует подсушить и разложить по отдельным конвертам, подписав конверт (указать вид птиц, номер или кличку). Перья следует также разложить в отдельные конверты и подписать их. В таком виде они могут сохраняться весьма долго при комнатной температуре. Таким образом, можно посылать образцы на довольно большое расстояние.
Метод
  Выделение ДНК проводили фенольно-хлороформным способом
  Условия реакции соблюдались аналогично Гриффитсу (Griffiths et al., 1998). Для проведения этой реакции требуются праймеры Р2(5’-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3’) и P8 (5’-CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3’). Концентрация ДНК составляла от 100 до 300 ng/микролитр. Так как разные виды могут требовать несколько разных условий, то для оценки результатов реакции необходима эталонная ДНК самки исследуемого вида.
Результаты
  Для некоторых видов наблюдалась конкуренция между хромосомами за праймеры - то есть реакция более активно шла по одной из хромосом. В результате при определении пола самок вторая полоса могла быть очень бледной или отсутствовать полностью. Подобное наблюдалось у видов, для которых характерна большая разница в длинах амплифицируемых фрагментов на Z и W - хромосомах, например у амазонов. Эту проблему можно решить, меняя концентрацию хлорида магния, либо температуру отжига, а также увеличивая концентрацию праймеров или меняя продолжительность циклов. Другая проблема - у некоторых видов (венценосный журавль, попугаи ара) разница в длинах фрагментов ДНК незначительна. Для этих видов анализ проводился в специально подобранных условиях электорофореза в 6 % или 15 % акриламидном геле, не менее 60 минут при напряженности (приложенное напряжение, деленное на длину пробега частиц в геле) 15.
  Нами был определен пол для птиц следующих видов: японский журавль (47 особей), даурский журавль (11), стерх (59), журавль красавка (20), венценосный журавль (6), серый журавль (12), краснохвостый и бурохвостый жако (5), венесуэльский амазон (3), синелобый попугай (2), ара (4) обыкновенная розелла (2), большой кольчатый попугай (1), степной орел (6), беркут (6), могильник (1), малый подорлик (1), орлан-белохвост (3), белоплечий орлан (1), черный гриф (12), стервятник (8), белоголовый сип (14), бородач (4), ястреб-тетеревятник (2), сапсан (2), пингвин Гумбольдта (12), лебедь шипун (8), лебедь кликун (2), черный лебедь (2), белый аист (4), черный аист (2), турако (1), венценосный голубь (1). Всего было определено более 260 особей 32 видов, принадлежащих Московскому зоопарку, питомнику журавлей Окского государственного биосферного заповедника, Казанскому зооботсаду, Ташкентскому, Ивановскому, Ленинградскому, Пермскому, Пензенскому, Новосибирскому, Таллинскому, Ростовскому-на-Дону, и Красноярскому зоопаркам.
  Как уже говорилось, разные виды могут требовать несколько разных условий работы. Так, в процессе работы нами были подобраны условия электрофореза для видов с маленькой разницей в длинах ДНК- таких как ара, венценосные журавли, ястреб - тетеревятник. Для видов с большой разницей в длинах ДНК (амазоны) были подобраны условия реакции таким образом, чтобы не наблюдалась конкуренция за праймеры между хромосомами.
Выводы.
  Данный метод позволяет в одной лаборатории определять пол птиц из разных регионов страны. Возможно применение этого метода для изучения соотношения полов птиц из природных популяций. 
  Так как разные виды могут требовать для определения пола несколько разных условий, при работе с новыми видами следует иметь контроль - ДНК самки данного вида. Еще один результат нашей работы - накопление образцов ДНК, которые могут быть использованы как контрольные.
  Попутно с работой по определению пола птиц нами создается коллекция ДНК содержащихся в неволе, птиц редких видов, что может быть использовано в дальнейшем для других генетических исследований.
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Summary
Nesterenko O.N. Use of DNA analysis for sexing birds. Many avian species do not have sexual dimorphism or it becomes apparent only at maturity. That should be one of the reason of unsuccessful breeding in captivity. So development of sex-identification techniques for birds is important for breeding and conservation programs. Now we use PCR-based method that was created by Griffitts and Ellegren. New test is based on the two conserved CHD - genes (chromo-helicase-DNA- binding) that are located on the avian sex chromosomes (CHD-W and CHD-Z). The PCR product of CHD-W gene and CHD-Z gene differ in size. Gel electrophoresis reveals one band in the male and two in the female. This method can be used to sex birds througout the class Aves, with exeption of ratites. We successfully sexed about 260 specimens of 32 species. DNA was isolated from feather or blood.
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Введение
  Учитывая современную низкую численность многих видов журавлей, в последнее время все большее внимание уделяется их сохранению и восстановлению численности в природе. Для повышения эффективности работ, ведущихся в этом направлении, необходимо проведение комплексного мониторинга как популяций диких журавлей, так и птиц, выращенных в неволе и реинтродуцированных в природу. Однако журавли очень чувствительны к фактору беспокойства со стороны человека; кроме того, в настоящее время практически не существует способов эффективного отлова птиц таких размеров, что сильно затрудняет их мечение. Помимо этого, мечение журавлей с помощью ножных колец, а именно этот способ чаще всего применяется при наблюдении за этими птицами, имеет ряд недостатков: ножные кольца сложно разглядеть у летящего или стоящего в густой траве журавля, набор цветовых комбинаций довольно ограничен, журавли часто ломают и теряют свои кольца, ножными кольцами практически невозможно метить маленьких птенцов (Смиренский, Андронов, 1988; Андронова, 2002). Поэтому предпочтительным является использование бесконтактных методов прослеживания птиц, одним из которых является акустический мониторинг. В последние годы возможности спектрографического анализа звуков значительно расширились, благодаря чему методы акустического мониторинга активно разрабатываются и успешно применяются в различных природоохранных программах (обзор: Baptista, Gaunt, 1997).
  Для разработки метода акустического мониторинга в первую очередь необходимо обнаружить четкие, легко выделяемые и сохраняющиеся в течение всей жизни индивидуальные особенности в громких криках взрослых журавлей. Кроме того, учитывая, что формирование взрослого голоса происходит у журавлей только на 8-10 месяц жизни (Archibald, 1976; Gebauer, Kaiser, 1998), т.е., как правило, уже после выпуска в природу выращенных в неволе птиц (Андронова, Андронов, 2002), необходимо также определение индивидуальных различий в звуках птенцов и оценка степени их изменения по мере роста птенца до и после формирования взрослого голоса.
  Помимо этого, обнаружение половых различий в звуках птенцов позволит значительно упростить определение пола журавлят в неволе и в природе. В настоящее время в зоопарках и питомниках пол птенцов определяют методами генетического анализа (Нестеренко и др., 1996; Максудов и др., 1997; Griffiths et al., 1998). При всех положительных качествах (прежде всего, высокой точности определения) эти методы имеют ряд недостатков: 1) необходимость отлова птенцов для взятия крови или перьев, что приводит к стрессу и даже травмам как птенца, так и его родителей; 2) длительные сроки, требующиеся для получения результатов анализа; 3) значительные финансовые затраты; и 4) возможность применения не ранее 3-х месячного возраста птенца.
  Методы определения пола, основанные на компьютерном анализе записей звуков, могут стать прекрасным дополнением или альтернативой к существующей практике. Положительные стороны этого подхода – возможность раннего, с момента рождения, установления пола птенца, быстрота и дешевизна определения с помощью повсеместно распространенных персональных компьютеров и бесплатных программ для анализа звуков, а также полное отсутствие беспокойства как для птенцов, так и для родителей, поскольку записи звуков могут быть сделаны снаружи вольеры с расстояния до 10 м от птенца.
  Все эти проблемы чрезвычайно актуальны для японского журавля (Grus japonensis), численность которого в природе оценивается примерно в 1700-2000 особей (Meine, Archibald, 1996). В последние годы начат выпуск выращенных в неволе молодых японских журавлей на территории заповедника «Хинганский»; за 12 лет было выпущено 25 журавлей, однако удалось проследить судьбу только двоих (Андронов, Роздина, 2002; Андронова, 2002; Андронова, Андронов, 2002).
  Японский журавль является моногамным видом птиц. В сезон размножения пары занимают отдельные гнездовые территории, на которые другие журавли не допускаются. Выводок как правило состоит из одного-двух птенцов. Молодые птицы нуждаются в родительской опеке почти весь первый год жизни. Осень, зиму и весну журавли проводят в крупных стаях на местах зимовок. Распад семьи происходит весной, перед началом нового сезона размножения. В это же время у молодых птиц происходит ломка голоса, при которой высокочастотный птенцовый голос заменяется на низкочастотный, трубный, характерный для взрослых журавлей. Журавли достигают половозрелости к двум годам, а к размножению приступают обычно на третий - четвертый год жизни (Смиренский, 1988; Meine, Archibald, 1996).
  В нескольких исследованиях, проведенных на американском (Grus americana), канадском (G. canadensis) и других видах журавлей, было показано наличие половых (Archibald, 1976; Carlson, Trost 1992) и индивидуальных различий (Weekley, 1985; Fitch, Kelly, 2000) в голосах. На основе унисонального крика был разработан метод долговременного акустического мониторинга отдельных пар серых журавлей (G. grus) на гнездовых территориях (Wessling, 2000). Однако, до сих пор отсутствуют работы, в которых проводился бы анализ индивидуальных и половых различий в звуках птенцов какого-либо вида журавлей. Поэтому целью нашего исследования был поиск индивидуальных и половых различий в звуках птенцов японского журавля в возрасте от вылупления до 40 дней.
Материал и методы
Место и объекты исследования
  Материал для исследования был собран в Питомнике редких видов журавлей Окского государственного биосферного заповедника (ОГБЗ), расположенном в 300 км к юго-востоку от Москвы в Мещерской низменности.
  Объектами исследования послужили 6 (3 самца и 3 самки) рожденных в неволе птенцов японского журавля в возрасте до 40 дней. Пятеро птенцов были выращены взрослыми журавлями, один – воспитан людьми ручным методом (о методах содержания журавлей в питомнике см. Кашенцева, Роздина, 2002). Один из “родительских” птенцов погиб в возрасте 37 дней от болезни, все остальные благополучно дожили до зимы.
Определение пола
  Определение пола было проведено методом PCR-амплификации ДНК (Griffiths et al., 1998) праймерами, специфичными для половых хромосом (P2 и P8) независимо в двух разных лабораториях: искусственного размножения животных Московского зоопарка (по ДНК, выделенной из крови) и кабинете методов молекулярной диагностики Института проблем экологии и эволюции им. А.Н. Северцова РАН (по ДНК, выделенной из перьев); причем обе лаборатории получили одинаковые данные, подтвердив результаты друг друга.
Сбор и первичная обработка материала
  Для записи звуков были использованы магнитофон Агидель-302С с динамическим микрофоном Tesla-AMD-411N и магнитофон Marantz PMD-222 с конденсаторным микрофоном Sennheizer K6-ME67. Это оборудование позволяло качественно записывать звуки в диапазоне от 50 Гц до 12 кГц. Основной массив записей для данной работы был собран в период с 18 мая по 26 июля 2003 г.; кроме того, были проведены дополнительные записи в периоды с 15 по 21 августа, с 13 по 20 сентября и с 8 по 10 ноября 2003 г. Записи звуков каждого из птенцов проводили с интервалом в 5-8 дней, утром или вечером, перед, во время, либо после кормления, в течение 45-60 минут, с расстояния 3-15 м. Суммарно за первые 40 дней жизни от всех птенцов было собрано около 2500 минут (42 часа) записей.
  Для спектрографического анализа звуков была использована компьютерная программа Avisoft-SASLab Pro, версия 4.2. Анализ звуков был проведен с частотой дискретизации 22 кГц. Для предотвращения алиазинга и повышения разрешения по частоте частоту дискретизации затем понижали до 11 кГц. Для расчета спектрограмм использовали следующие параметры: окно Хэмминга, длина Быстрого Преобразования Фурье (FFT-length) 512 точек, перекрывание по частотной оси (frame) 50%, перекрывание по временной оси (overlap) 93,75%. Это обеспечивало разрешение по частоте в 21 Гц и разрешение по времени в 2.9 мс.
Рисунок 1. Спектрограммы и измеряемые параметры тональных звуков типа 1 (слева) и типа 2 (справа).

Для звуков типа 1 измеряли три частотных (Fbeg – начальная частота, Fmax – максимальная частота и Fend – конечная частота) и три временных параметра (Т1 – длительность от начала до частотного максимума звука, Т2 – длительность от частотного максимума до конца звука, и Тtotal = Т1+Т2 – общая длительность звука). Для звуков типа 2 измеряли четыре частотных (Fbeg – начальная частота, Fmax – максимальная частота, Fext – частота точки перегиба и Fend – конечная частота) и шесть временных параметров (Т1 – длительность от начала до частотного максимума звука, Т2 – длительность от частотного максимума до точки перегиба, Т3 – длительность от точки перегиба до конца звука, Т4 = Т1 + Т2 – длительность модулированной части звука, Т5 = Т2 + Т3 – длительность немодулированной части звука. и Тtotal = Т1+Т2+Т3 – общая длительность звука).
  Как и у других видов журавлей (Nesbitt, Bradley, 1996; Budde, 1999, 2001; Худякова, 2002), у птенцов японского журавля все звуки по структуре можно разделить на две основные группы: тональные и трелевые. Трелевые сигналы птенцы обычно издают в комфортных ситуациях, тогда как тональные – в дискомфортных. Мы выделили два структурных типа тональных сигналов – тип 1 и тип 2 (Рис. 1). Однако, между всеми типами звуков существуют сплошные ряды переходов, причем переходные звуки, как правило, количественно преобладали, особенно в первые дни жизни птенца. В нашей работе был проведен анализ обоих типов тональных сигналов, при этом в обработку включали только звуки, как можно более полно соответствующие крайним формам, а переходные - опускали.
  Для дальнейшего анализа мы измеряли частотные и временные параметры звуков. На спектрограммах тональных сигналов типа 1 мы измеряли три частотных и три временных, а на спектрограммах сигналов типа 2 – четыре частотных и шесть временных параметров (Рис. 1). Всего было проанализировано 611 звуков первого типа и 581 звук второго типа.
Статистическая обработка
  Для оценки индивидуальных и половых различий в тональных звуках был применен пошаговый дискриминантный анализ. Для этого весь массив наблюдений был разделен на четыре периода: 1) с 0 по 3-ий, 2) с 4 по 14-ый, 3) с 15 по 24-ый и 4) с 25 по 40-ой день жизни птенца. Из каждого периода для каждого птенца было отобрано от 9 до 20 звуков типа 1 и от 11 до 20 звуков типа 2, причем если количество звуков для данного периода было больше 20, то из них случайным образом выбирали 20, если меньше – то включали все звуки. Сформированные таким образом выборки были использованы для анализа как индивидуальных, так   и половых различий в звуках.
  Параметр Тtotal для тональных звуков типа 1 и параметр Т2 для звуков типа 2 не были включены в анализ, поскольку были высоко скоррелированы с другими временными параметрами. Все остальные были включены в дискриминантный анализ, который в процессе пошаговой процедуры последовательно отбирал параметры звуков, вносящие наибольший вклад в дискриминацию на каждом из шагов.
  Статистическая обработка была проведена в пакете статистических программ STATISTICA версия 5.0.
Результаты
Индивидуальные различия.
  Пошаговый дискриминантный анализ был проведен независимо для каждого типа звуков, сначала отдельно по периодам, а потом – за весь 40-дневный отрезок времени. Результаты дискриминантного анализа на наличие индивидуальных различий для тонального сигнала типа 1 и параметры, внесшие в него наибольший вклад, представлены в таблице 1, для тонального сигнала типа 2 – в таблице 2.
  Таким образом, для обоих типов сигналов были получены схожие результаты. Процент правильного определения индивидуальной принадлежности звуков достаточно высок для каждого отдельного периода и варьирует от 75,3 до 94,6% для сигналов первого типа и от 84,6 до 97,0% для сигналов второго типа, что значительно превышает случайно ожидаемый уровень, равный для 6 птенцов 17%. Но при включении в анализ звуков суммарно за весь 40-дневный период процент правильного определения резко понижается до 58% в первом случае и до 67,7% - во втором (при этом процент правильного определения звуков от самки 2 в обоих случаях практически не отличался от случайно ожидаемого). Интересно, что самец 6 лучше всех выделялся как в общей выборке, так и отдельно по периодам. Хуже всех вычленялись из выборок самки 1 и 2 (сестры). Наиболее значимыми параметрами для дискриминации были Fend, Fmax и Т1 для сигналов первого типа и Fbeg, Т4, и Fend для сигналов второго типа.
Таблица 1. Причисление тональных сигналов типа 1 к соответствующему птенцу по каждому из периодов и за весь 40-дневный период на основе пошагового дискриминантного анализа.
	Номер птенца
	Период 1
	Период 2
	Период 3
	Период 4
	Все периоды

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Самка 1
	20
	85
	12
	75
	20
	100
	20
	90
	72
	61,1

	Самка 2
	20
	80
	17
	100
	20
	85
	20
	90
	77
	31,2

	Самец 3
	14
	92,9
	20
	85
	20
	100
	20
	90
	74
	67,6

	Самец 4
	10
	70
	0
	0
	20
	95
	20
	100
	50
	78

	Самка 5
	20
	55
	0
	0
	11
	81,8
	20
	65
	51
	21,6


	Самец 6
	9
	66,7
	20
	100
	20
	100
	20
	90
	69
	86,9

	Всего
	93
	75,3
	69
	91,3
	111
	94,6
	120
	87,5
	393
	58

	3 лучших параметра
	Fend, Fmax, T1
	Fmax, Fbeg, Fend
	Fend, T1, Fmax
	Fend, Fmax, T1
	Fmax, T2, Fend


Обозначения: n – число звуков, включенных в анализ; % - процент правильного причисления звуков к данной особи; «Всего» - общее количество звуков, включенных в анализ, и суммарный процент правильного причисления; «3 лучших параметра» - параметры, внесшие наибольший вклад в дискриминацию (в порядке убывания).
Таблица 2. Причисление тональных сигналов типа 2 к соответствующему птенцу по каждому из периодов и за весь 40-дневный период на основе пошагового дискриминантного анализа.
	Номер птенца
	Период 1
	Период 2
	Период 3
	Период 4
	Все периоды

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Самка 1
	0
	0
	11
	90,9
	20
	65
	0
	0
	31
	61,3

	Самка 2
	0
	0
	15
	80
	20
	80
	20
	95
	55
	27,3

	Самец 3
	20
	100
	20
	100
	20
	90
	20
	100
	80
	81,3

	Самец 4
	20
	80
	20
	100
	0
	0
	20
	95
	60
	58,3

	Самка 5
	12
	100
	20
	90
	20
	95
	20
	95
	72
	73,6

	Самец 6
	20
	100
	20
	100
	11
	100
	20
	100
	71
	88,7

	Всего
	72
	94,9
	106
	94,3
	91
	84,6
	100
	97,0
	369
	67,7

	3 лучших параметра
	Fmax, T4, Fext
	Fbeg, Fend, T3
	Fbeg, Fend, T4
	Fbeg, Fmax T3
	Fbeg, T4, Ttotal


Обозначения: как в таблице 1. 
Половые различия.
  Так же, как и в предшествующих случаях, пошаговый дискриминантный анализ сначала был проведен отдельно по каждому периоду, а потом – для всего 40-дневного промежутка времени. Результаты дискриминантного анализа на наличие половых различий для тонального сигнала типа 1 и параметры, внесшие в него наибольший вклад, представлены в таблице 3, для тонального сигнала типа 2 – в таблице 4.
Таблица 3. Причисление тональных сигналов типа 1 к соответствующему полу по каждому из периодов и за весь 40-дневный период на основе пошагового дискриминантного анализа.
	Пол птенцов
	Период 1
	Период 2
	Период 3
	Период 4
	Все периоды

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Самцы
	33
	42,4
	40
	87,5
	60
	85
	60
	73,3
	193
	67,4

	Самки
	60
	80
	29
	89,7
	51
	62,7
	60
	78,3
	200
	66

	Всего
	93
	66,7
	69
	88,4
	111
	74,8
	120
	75,8
	393
	66,7

	3 лучших параметра
	T1, Fmax, Fbeg
	Fmax, Fend, T1
	T2, Fend, Fmax
	T2, Fbeg, T1
	T2, Fend, Fmax


Обозначения: как в таблице 1.
Таблица 4. Причисление тональных сигналов типа 2 к соответствующему полу по каждому из периодов и за весь 40-дневный период на основе пошагового дискриминантного анализа.
	Пол птенцов
	Период 1
	Период 2
	Период 3
	Период 4
	Все периоды

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Самцы
	60
	93,3
	60
	91,7
	31
	41,9
	60
	96,7
	211
	80,1

	Самки
	12
	91,7
	46
	78,3
	60
	85
	40
	82,5
	158
	58,9

	Всего
	72
	93,1
	106
	85,9
	91
	70,3
	100
	91
	369
	71

	3 лучших параметра
	T4, Fmax, Fbeg
	T4, Fend, Fbeg
	T4, Fend, Fbeg
	T5, Fmax, Fbeg
	Fend, Fbeg, Ttotal


Обозначения: как в таблице 1.
  Из таблиц 3 и 4 видно, что половые различия в звуках проявляются не так отчетливо, как индивидуальные. Тем не менее, в отдельные периоды они довольно значительны, и процент отнесения звуков к правильному полу варьирует от 66,7 до 88,4% для сигналов первого типа и от 70,3 до 93,1% для сигналов второго типа (при случайной величине правильного причисления 50%). При включении в анализ звуков за весь исследуемый промежуток времени процент правильного определения был также не очень высок (66,7% в первом и 71% - во втором случаях) и практически не отличался от случайного. Однако, если индивидуальные различия проявлялись одинаково хорошо в обоих типах сигналов, то половые различия ярче выражены в тональных сигналах второго типа.
  Интересно, что набор наиболее значимых для анализа параметров сигнала второго типа был достаточно постоянен и включал Т4, Fbeg и Fend. В периоды 1, 2 и 3 параметр Т4 (длительность первой, модулированной части звука) являлся наиболее важным для половой дискриминации (табл. 3). Однако, выборки звуков второго типа от самцов и самок очень сильно различались, особенно в период 1. Поэтому мы посчитали полезным объединить звуки за периоды 1 и 2 и за периоды 1, 2 и 3 для поиска половых различий в сигналах второго типа (табл. 5).
Таблица 5. Причисление тональных сигналов типа 2 к соответствующему полу по периоду 1, объединенному периоду 1+2 и объединенному периоду 1+2+3 на основе пошагового дискриминантного анализа.
	Пол птенцов
	Период 1
	Период 1+2
	Период 1+2+3

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Самцы
	60
	93,3
	120
	93,3
	151
	83,4

	Самки
	12
	91,7
	58
	82,8
	118
	81,4

	Всего
	72
	93,1
	178
	89,9
	269
	82,5

	3 лучших параметра
	T4, Fmax, Fbeg
	T4, Fend, Fbeg
	T4, Fend, Fbeg


Обозначения: как в таблице 1.
  Суммирование звуков за периоды 1 и 2 (от 0 до 14 дневного возраста птенцов) и за периоды 1, 2 и 3 (от 0 до 25 дневного возраста) позволило значительно расширить выборку звуков, включенных в дискриминантный анализ, включить крики двух самок, записи для которых были сделаны лишь начиная со второго периода, и практически выровнять выборки звуков для самцов и самок. Величина правильного определения пола в период 1+2 практически не изменилась по сравнению с периодом 1 и осталась на уровне 90%. Величина правильного определения пола в период 1+2+3 также была высокой - 82,5%. Интересно, что результаты по половым различиям в звуках, полученные на объединенных выборках, были более высокими, чем отдельно по периодам 2 и 3 (табл. 4 и 5). Таким образом, у журавлят в возрасте до 25 дней были обнаружены хорошо выраженные половые различия в тональных сигналах типа 2, связанные в первую очередь с длительностью модулированной части, а также конечной и начальной частотами звука.
Обсуждение
Индивидуальные различия
  У многих видов животных могут возникать ситуации, когда родителям и детенышам требуется обнаруживать и распознавать друг друга среди особей своего вида. При этом для узнавания могут использоваться визуальные, ольфакторные или акустические сигналы. У птиц система акустической коммуникации развита очень хорошо, поэтому вокальное распознавание между родителями и птенцами встречается часто (обзор Falls, 1982).
  Большинство исследований, посвященных этому вопросу, проводилось на различных колониальных видах птиц, у которых существует реальная опасность перепутать своих птенцов (или родителей) с чужими. В условиях плотных колоний, при отсутствии жестко фиксированного гнездового места (как у императорского пингвина Aptenodytes forsteri (Jouventin, Roux, 1979)), или если птенцы покидают гнезда еще не способными к самостоятельному существованию (как у пингвинов Адели Pygoscelis adeliae (Jouventin, Roux, 1979), стариков Synthliboramphus antiquus (Jones et al, 1987), гагарки Alca torda (Ingold, 1973), ласточки-береговушки Riparia riparia (Beecher et al., 1981a, 1981b), сосновой сойки Gymnorhinus cyanocephala (McArthur, 1982), западной сиалии Sialia mexicana (Monk, Koenig, 1997)), вероятность ошибки при взаимном распознавании резко возрастает, поэтому действие отбора будет направлено на формирование индивидуальных различий в криках, позволяющих родителям и птенцам надежно узнавать друг друга. При этом все перечисленные выше исследования косвенно или напрямую показывают, что вокальное распознавание возникает лишь незадолго до того, как оно действительно становится необходимо. Так у птенцов ласточки-береговушки (Beecher et al., 1981a, 1981b) за несколько дней до вылета из гнезда индивидуально неразличимые крики выпрашивания заменяются на двусложные «сигнатурные» крики, которые хорошо различаются по спектрограммам даже визуально.
  Лишь немногие работы были сделаны на видах, не имеющих очевидной выгоды от взаимного распознавания между птенцами и их родителями. Среди них можно упомянуть исследование по пампасной ласточке (Stelgidopteryx ruficollis), в котором показаны неспособность родителей отличать своих птенцов от чужих и существование очень слабых и нечетких индивидуальных различий в звуках слетков (Beecher, 1982). У этого вида, в отличие от ласточки-береговушки, птенцы после вылета из гнезда не собираются в многочисленные стайки, а держатся семейными группами и всегда возвращаются на ночь в свои норки. Отсутствие распознавания между родителями и птенцами показано также для обыкновенного буревестника (Puffinus puffinus), что возможно связано с тем, что птенцы этого вида после вылета из гнездовой норы самостоятельно учатся находить пищу и не опекаются родителями (Brooke, 1978).
  Японского журавля, как и других представителей семейства журавлей, также формально можно отнести к видам, которым акустическое распознавание между родителями и птенцами не является необходимым. Во время сезона размножения пары журавлей занимают отдельные гнездовые территории размером от 1 до 12 км2, на которые посторонние журавли не допускаются, поэтому вероятность спутать своих птенцов с чужими, например, встретившись где-нибудь на границе территории, обычно невелика. В выводке может быть один либо два птенца, причем во втором случае разделения семьи не происходит, и родители вместе водят обоих птенцов. По наблюдениям Смиренского (1988), взрослые птицы не оказывали предпочтения какому-либо из птенцов, а напротив, были очень привязаны к обоим. В течение дня и ночью птенцы могли находиться вместе с одним из родителей или по одному с каждым. На гнездовых территориях семьи остаются в течение 4-5 месяцев после вылупления птенцов (Флинт 1987; Meine, Archibald, 1996). Таким образом, в это время надежное взаимное распознавание между родителями и птенцами журавлей, по-видимому, не является необходимым.
  Осенний отлет японских журавлей на места зимовок проходит в конце октября – начале ноября. При этом птицы собираются в небольшие стаи, насчитывающие от 6 до 30 особей (Шибаев, 1975; Шибнев, 1988). На зимовках японские журавли проводят ночь в больших скоплениях на рисовых полях или в долинах мелких рек и ручьев, а днем обычно разлетаются по полям (Флинт, 1987). Птенцы остаются с родителями до весны, обычно весеннюю миграцию они также осуществляют вместе. Все это время опека родителей важна для птенцов. Вместе с тем, при объединении журавлей в миграционные скопления появляется необходимость индивидуального узнавания между родителями и птенцами, что может, в частности, основываться на различиях в криках между особями.
Мы показали, что в первые 40 дней жизни птенцов в пределах небольших временных промежутков довольно хорошо выражены индивидуальные различия в криках. Эти различия проявляются у птенцов с первых дней жизни и обнаружены в обоих типах тональных сигналов. В тональном сигнале второго типа различия проявляются несколько сильнее, чем в сигнале первого типа, хотя отчасти это может определяться небольшими различиями в выборках (табл. 1, 2). Тем не менее, при сравнении звуков за весь 40-дневный промежуток времени четких индивидуальных различий обнаружить не удалось, что может быть связано с тем, что после вылупления птенцы очень интенсивно растут, увеличивая за 40 дней свой вес более чем в 10 раз, в связи с чем меняются и звуки.
  Каково возможное функциональное значение обнаруженных различий? Индивидуальные различия в громких тональных звуках могут проявляться просто как следствие индивидуальности в строении вокального аппарата. Индивидуальные различия в криках в этом случае выступают как "побочный шум" различий в морфологии. С другой стороны, можно предположить, что взрослые журавли, выращивающие пару птенцов, способны различать их по голосам и оказывать     предпочтение одному из них, например, при недостатке корма.
  Можно предложить также другое объяснение факту существования индивидуальных различий в звуках маленьких птенцов. В первые 8-9 месяцев жизни вокализации птенцов разных видов журавлей остаются практически неизменными (то есть сохраняется высокая птенцовая частота звуков, несмотря на то, что птенцы непрерывно растут), зато потом за 2-3 недели они полностью изменяются, формируя голоса взрослых журавлей (Archibald, 1976; Nesbitt, Bradley, 1996). К примеру, у серого журавля во время ломки голоса происходит резкое снижение частоты с 2-3 кГц до 0,7-1 кГц (Gebauer, Kaiser, 1998). По нашим наблюдениям, звуки птенцов японских журавлей, записанные в сентябре и ноябре 2003 года, по-прежнему оставались высокочастотными и мало отличались от криков тех же особей в первые 40 дней их жизни. В природе осенью журавли находятся в стаях, и те индивидуальные различия, которые были заложены в криках с самого рождения, приобретают важное значение для взаимного опознавания между особями.
Половые различия.
  Помимо индивидуальных, в криках птенцов японских журавлей были также найдены половые различия. Эти различия выражены хорошо (процент правильного причисления к полу тональных сигналов второго типа в отдельные периоды достигал 91-93%), но в меньшей степени, чем индивидуальные. Особый интерес представляют результаты дискриминантного анализа, полученные при суммировании звуков за периоды 1 и 2 и 1, 2 и 3. Процент правильного причисления тональных сигналов второго типа составлял в первом случае 89,9%, а во втором - 82,5%. Это означает, что качественно записав последовательность из 10-20 тональных звуков, можно будет определить пол птенца почти сразу после его рождения. Однако необходимо подтвердить полученные результаты для большего числа особей.
  Существование половых различий в звуках птенцов было показано для большого числа разных видов птиц. Так, Тихонов (1986) показал существование четких половых различий у цыплят различных пород кур, птенцов японского перепела (Coturnix japonicus), птенцов цесарки (Numida meleagris), а также для птенцов озерной чайки (Larus ridibundus). В звуках дискомфорта птенцов краснозобой казарки (Branta ruficollis) половые различия также были обнаружены уже с первого дня жизни (Костин, Фокин, 1986). В этих работах существование половых различий объяснялось значительным половым диморфизмом в морфологии вокального аппарата. В работе, посвященной деревенской ласточке (Hirundo rustica), половые различия у птенцов в криках выпрашивания пищи были обнаружены в возрасте около 16 дней (то есть незадолго до вылета из гнезда), тогда как в 12 дней они еще отсутствовали (Saino et al., 2003). Авторы предполагают, что эти различия помогают родителям перераспределять свой вклад в пользу птенцов одного из полов, так как в одни годы им может оказаться выгоднее выращивать самцов, а в другие – самок.
  Журавли строго моногамны, и оба партнера несут примерно одинаковые затраты на выращивание птенцов. В этом случае нет необходимости в перераспределении родительского вклада в пользу одного из полов и связанной с этим системы вокального опознавания пола птенцов. Однако, половые различия в голосе могут использоваться полувзрослыми журавлями при образовании пары. Образование пар молодыми журавлями обычно происходит на 1-2-ом году жизни (Флинт, 1987; Meine, Archibald, 1996). Тем не менее, известны случаи и более раннего образования пар. Так, в эксперименте по обучению выращенных в неволе птенцов американского журавля путям миграций с помощью дельтаплана, в группе из пяти птенцов, зимующих в полной изоляции от взрослых журавлей, две птицы образовали пару и сохраняли связь во время весенней миграции и летом на местах гнездовий, тогда как трое остальных птенцов держались отдельно и друг от друга, и от этой пары (Ильяшенко, 2002). Таким образом, молодые журавли, по-видимому, способны определять пол друг друга в достаточно раннем возрасте (5-7 месяцев), когда их голос еще имеет птенцовые характеристики.
  Все представители семейства журавлиных – мономорфные виды. Как между молодыми, так и взрослыми самцами и самками существует лишь небольшой диморфизм в размерах тела (Флинт, 1987; Андронова, Кастрикин, 2002). При этом голос может выступать как дополнительный маркер половой принадлежности, что подтверждается существованием четких половых различий в криках половозрелых журавлей разных видов (Archibald, 1976; Carlson, Trost 1992). Наши данные свидетельствуют о том, что эти различия закладываются уже в раннем возрасте.
Выводы
  1. Индивидуальная изменчивость тональных сигналов позволяет различать птенцов японских журавлей по их крикам сразу после рождения. Эти различия закладывают основу для дальнейшего развития индивидуальности в криках молодых журавлей, которые приобретают важное значение позднее, при образовании предотлетных скоплений и на зимовках.
  2. Половые различия в криках птенцов выражены слабее, чем индивидуальные. Они сильнее проявляются в тональных сигналах второго типа, чем первого, позволяя определять пол с вероятностью до 90%. Прежде всего эти различия связаны с длительностью модулированной части сигналов второго типа. Эти данные могут быть использованы для разработки метода акустического определения пола у птенцов японского журавля.
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Summary
Klenova A.V., Volodin I.A., Volodina E.V., Kholodova M.V., Nesterenko O.N.. Sexual and individual differences in calls of the Red-crowned crane (Grus japonensis) chicks. Bioacoustical data on the Red-crowned crane are scarce, and are nearly absent for juvenile chicks. However, this knowledge is important for conservation purposes, especially for programs of captive breeding and reintroduction of cranes into nature. The focus of our research is studying of individual and sexual differences in calls of the Red-crowned crane chicks throughout first 40 days of their lives. In brooders, sexing of chicks is based on DNA analysis, not earlier three-months age. Among imperfections of this method are stressing of capture and blood sampling, delays with results, expensiveness, inapplicability in the wild. The sound-based methods, developed from our bioacoustical study, may be a good alternative or enrichment to the current practice.
We analyzed two tonal call types, recorded from 6 chicks (3 males and 3 females) from 0 to 40 day life in the brooder of Oksky Natural Reserve (Russia) in summer 2003. Sex of these chicks was independently confirmed by two laboratories. We measured three frequency and three temporal parameters for calls of type 1, and four frequency and six temporal parameters for calls of type 2. Sample sizes varied from 9 to 20 calls per individual. In spite of high interindividual variability, for limited time periods of 4 to 15 days, discriminate function analysis showed up to 97% of correct assignment to individual (with 17% random value for 6 individuals) and up to 93% of correct assignment to sex (random value is 50% for two sexes). Totally for all 40-days period, discrimination was lower, probably, because of quick changes in voices during the growth.
These cues to individuality and to sex in juvenile voices may lay a foundation of future developing individual and sexual features in voices of adolescents. It may become important in autumn flocks, when parent can mix up its own chick with others, or during pairing of young cranes. These data have a practical application to developing the noninvasive bioacoustical sexing in the Red-crowned crane chicks or, taking into account long preservation of juvenile calls in crane repertoires, for monitoring of young cranes, released into nature.
О статусе и перспективах охраны сирийской чесночницы (Pelobates syriacus) в Грузии
И. А. Сербинова(1), Д. Н. Тархнишвили(2)
1Московский Зоопарк, 2Грузинский Центр Охраны Дикой Природы
  Сирийская чесночница (Pelobates syriacus) – редкий вид, включенный в Красную Книгу СССР (1984) и Красные Книги республик бывшего СССР – Азербайджана, Армении, Грузии и Российской Федерации. Ареал сирийской чесночницы охватывает аридные и семиаридные горные и предгорные ландшафты Передней Азии, Кавказа и Балканского полуострова. На Балканах обитает подвид P. s. balkanensis, а номинативная форма живет в Анатолии к югу от Понтийских гор, в странах Ближнего Востока, в Ираке и западном Иране, Армении, Азербайджане и Грузии (Бакрадзе и др., 1987; Кузьмин, 1999; Tarkhnishvili, Gokhelashvili, 1999a). На северо-востоке ареала сирийская чесночница по долине Куры доходит до Тбилисской теснины, а по побережью Каспийского моря – до устья реки Самур в Азербайджане и Дагестане (обе точки около 41o 50’ с.ш.).
  Распространение чесночницы на этом пространстве очень спорадично. Всего в кавказском регионе до прошлого года было известно 20 точек находок этого вида (Tarkhnishvili, Gokhelashvili, 1999a), из них одна – в Российской Федерации (Дагестан), 6 в Азербайджане, 4 в Армении и 9 в Грузии. Однако небольшое количество находок само по себе не обязательно говорит о пятнистости ареала. Чесночница – очень скрытное ночное земноводное, большую часть года она малоактивна и практически все время проводит, зарывшись в грунт - обнаружить её нелегко. Легче увидеть чесночниц около водоемов, однако здесь они появляется только в период размножения, ранней весной. Однако зафиксировать присутствие вида нетрудно по наличию в водоеме очень крупных, заметных головастиков чесночницы, - способ, который до сих пор фаунисты применяют нечасто.
  Многолетние наблюдения за четырьмя «крайними» северными местообитаниями к юго-востоку от Тбилисской теснины (Рис.1) показали нестабильность периферийных популяций чесночницы. Начиная с конца 1980-х годов и до начала 2000-х, там не удалось зафиксировать головастиков (Tarkhnishvili, 1997; Tarkhnishvili et al., 2002). После этой паузы мы впервые обнаружили головастиков в 2002 году в небольшом искусственном водоеме (Рис. 2 - 3).
Рисунок 1. Точки находок сирийской чесночницы в Грузии.
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Рисунок 2. Водоем в окрестностях оз. Кумиси (точка 2), где были обнаружены головастики чесночницы.
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Рисунок 3. Подросший головастик чесночницы из водоема 2.
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  Задача настоящего исследования – очертить примерный ареал сирийской чесночницы в Грузии, определить, насколько спорадично реальное распространение этого вида и каковы главные условия, ограничивающие ареал в его северной периферийной части; выяснить, насколько велик риск вымирания чесночницы в Грузии и насколько размножение в неволе с последующей интродукцией или реинтродукцией могло бы снизить эту угрозу.
  Анализ главных лимитирующих факторов и характера распространения. В первой половине июня 2003 года мы обследовали территорию восточной Грузии, где нахождение чесночницы не могло быть исключено: безлесные территории в долине Куры ниже Тбилиси, в нижнем течении реки Храми (откуда Чхиквадзе в 1984 году отметил ископаемую находку чесночницы), на Иорском плоскогорье и в долине р. Алазани. В горнолесном ландшафте, охватывающем большую часть территории Грузии, чесночницу никогда не отмечали, равно как и во влажных ландшафтах к западу от Сурамского хребта, поэтому эти территории мы не исследовали.
  Мы обследовали более 20 постоянных водоемов, из которых головастиков обнаружили в шести (Рис. 1): (1) Цодоретское озеро (известная ранее точка), (2) два водоема к востоку от озера Кумиси (по соседству с известной ранее точкой), (3) водоем в предгорьях Ялгуджа около Рустави (новая точка), (4) заброшенный поливной канал по соседству с Марьинским каналом, соединяющим Куру и оз. Джандари (новая точка), (5) водоемы в долине Иори у села Иормуганло (новая точка), и (6) водоем в районе монастырского комплекса Давид-Гареджи (новая точка).
Чесночница не обнаружена в долине Алазани и нижнем течении Храми, где уровень влажности превышает таковой на Иорском плоскогорье (осадки не более 300 мм в год). С другой стороны, уровень осадков в предгорьях Триалетского хребта, где чесночница живет (например, Цодоретское озеро) не столь низок; однако эти точки расположены поблизости от степной зоны нижнего течения Куры и Иори, поблизости от «оптимального» ландшафта. Таким образом, ареал чесночницы в Грузии ограничивается восточными предгорьями Триалетского хребта (до высоты около 600 м над у.м.), южными склонами Циви-Гомборского хребта и предгорьями массива Ялгуджа.
  Все шесть водоемов, где обнаружены личинки, имеют наибольшую глубину не менее 30-50 см и относительно стабильный водный режим (по крайней мере, в марте-июле заполнены водой), в то же время в них нет рыбы. Это легко объяснить: с одной стороны, головастики чесночницы очень крупные и для завершения метаморфоза в природе им нужно около трех месяцев, поэтому мелкие временные лужи, подходящие для развития, например, зеленой жабы или малоазиатской квакши, для их размножения непригодны. С другой стороны, в отличие, например, от многочисленной озерной лягушки, самка чесночницы откладывает икру единожды за сезон, в конце марта или в начале апреля, и гибель кладки или личинок не оставляет шанса для реализации репродуктивного потенциала в тот же сезон. Практически все крупные непересыхающие водоемы региона зарыблены и поэтому не пригодны для размножения чесночниц. Эти амфибии, таким образом, могут размножаться лишь в крупных водоемах, где вода держится в течение всего весенне-летнего сезона и в то же время периодически пересыхает. Если в обследованном регионе и есть не обнаруженные нами такие водоемы, то, по-видимому, их немного.
  Вероятность вымирания сирийской чесночницы в Грузии. Повторное обследование местообитаний 1-4 в 2004 году не обнаружило головастиков в Цодоретском озере и в водоемах Ялгуджа (точки 1 и 3), а из двух репродуктивных водоемов в точке 2 головастики были лишь в одном, поскольку второй подвергся антропогенному разрушению. В Цодоретском озере и на Ялгуджа не было воды в конце марта - начале апреля. Хотя водоем 3 позже заполнился водой, и живущие там озерные лягушки успешно размножились, для чесночниц репродуктивный сезон был потерян.
  Из этого можно сделать вывод, что даже те немногие водоемы, где чесночница размножается, часто пересыхают, и, таким образом, далеко не каждый сезон размножение успешно.
  Судя по наблюдениям в террариуме Московского зоопарка, чесночницы начинают размножаться поздно, на четвертый год жизни и, возможно, живут дольше лягушек или зеленых жаб, которые часто созревают на третий год. Поскольку ежегодная смертность неполовозрелых амфибий как правило высока, естественно, что при равной исходной численности когорты эффективная численность поздно созревающих чесночниц намного ниже, чем рано созревающих озерных лягушек или зеленых жаб. Ни в одном из исследованных в эти годы и ранее репродуктивном водоеме мы не обнаружили более четырех кладок чесночницы. Низкая эффективная численность увеличивает вероятность случайного вымирания (Shaffer, 1981). С другой стороны, высокая продолжительность жизни (которая согласно Ищенко (1989) часто коррелирует с поздним созреванием) позволяет чесночницам пережить неблагоприятный год и оставляет шанс впоследствии размножиться. Однако отсутствие репродуктивных чесночниц почти десять лет в точках 1 и 2 заставляет полагать, что такой шанс не всегда реализуется, и повторное заселение этих водоемов в начале 2000-х произошло из других местообитаний вида.
  Таким образом, практически все репродуктивные группы чесночницы в Грузии (по крайней мере в нижнем течении Куры) представляют собой единую метапопуляцию, которая существует на фоне постоянных «случайных» вымираний и повторного заселения из соседних популяций (Hanski, 1996). Усложнение антропогенной инфраструктуры и развитие сети дорог в юго-восточной Грузии затрудняет дальние миграции чесночницы, необходимые для поддержки жизнедеятельности метапопуляции. Поэтому риск перерастания «локальных вымираний» в необратимый процесс отступления северного края ареала сирийской чесночницы вполне реален.
  Условия консервации. Для долговременного сохранения «грузинской» метапопуляции сирийской чесночницы необходимо выполнение двух условий:
— плотность расположения отдельных популяций должна быть как можно выше, чтобы в случае локального вымирания вероятность повторного заселения оставалась бы высокой, и процесс вымирания не принял бы характер «цепной реакции» - вымирания одной за другой периферийных популяций;
— там, где естественное повторное заселение невозможно из-за антропогенной изоляции местообитания, популяции должны ежегодно пополняться хотя бы небольшим числом молодых особей, особенно в «неудачные» для репродукции годы. В противном случае изолированная, состоящая из нескольких взрослых особей популяция обречена на вымирание в течение немногих поколений (Shaffer, 1981).
  Мероприятия, которые позволят осуществить эти условия, довольно просты. Это: (1) полная инвентаризация безрыбных, искусственных и естественных водоемов в пределах зоны расселения чесночницы в Грузии и выбор из них подходящих для репродукции чесночницы, но не заселенных этим видом; (2) создание искусственных безрыбных водоемов, подходящих для репродукции чесночницы, там, где ближайшие естественные местообитания вида разделены особенно значительным пространством; (3) заселение крупными головастиками или метаморфизировавшими особями всех подходящих, но неиспользованных местообитаний. Заселение новых местообитаний взрослыми особями невозможно, потому что из-за хоминга последние почти наверняка покинут окрестности водоема; (4) регулярное подселение крупных головастиков или метаморфизировавших чесночниц в естественные местообитания, где репродукция по тем или иным причинам не была успешной в течение двух и более лет.
  Головастиков имеет смысл выпускать в природу после 2-3 недельного подращивания в искусственных условиях, поскольку ранние стадии развития амфибий до начала активного питания в природе особенно уязвимы (Северцов и Сурова, 1989; Tarkhnishvili, Gokhelashvili, 1999b). Подращивание в аквариуме может увеличить вероятность выживания от яйца до питающегося головастика до цифры, близкой к 100%. Весной 2004 года из фрагмента полученной в природе кладки чесночницы в двух пластиковых ваннах объемом до 20 л каждая за 12 дней мы получили практически без отхода около 2000 головастиков с длиной тела 5-7 мм. Головастиков выпустили в искусственный водоем у озера Лиси в окрестностях Тбилиси во второй половине апреля. К сожалению, водоем оказался зарыблен, и личинки не дошли до метаморфоза. Доведение до метаморфоза гораздо более трудоемко, и максимальное количество выпускаемых метаморфизирующих особей вряд ли может превысить несколько сотен. Впрочем, этого вполне достаточно, чтобы поддерживать жизнедеятельность «слабых» демов и популяций.
Рисунок 4. Метаморфизировавшие в искусственных условиях чесночницы, выпущенные у Мариинского канала (точка 4).
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  Акклиматизацию метаморфизировавших чесночниц в Армении успешно проводили в середине 1980-х (Сербинова и др., 1990). В 2004 году 10 метаморфизировавших особей мы выпустили у места размножения чесночницы на Мариинском канале (точка 4 на Рис. 1, Рис.4).
Сохранение грузинской популяции чесночницы важно не только для Грузии. Исчезновение этого вида в грузинской, периферийной части ареала может вызвать прогрессирующее сокращение ареала чесночницы в Армении и Азербайджане и поставить вид в категорию угрожаемых в пределах ареала (категории МСОП, 2003). Поэтому уточнение и осуществление предлагаемой программы нам кажется очень важным.
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Summary
Serbinova I.A., Tarkhnishvili D.N. The Status and perspectives of conservation of Pelobates syriacus in Georgia. Approximate area of Pelobates syriacus in Georgia is described as well as factors limiting distribution of this species. Risk of extinction is analyzed. Authors suggest captive breeding and further introduction or reintroduction of these amphibians in nature to decrease this risk.
Борьба с акарозами у рептилий и применение инсектоакарицидов
Д. Б. Васильев(1), Е. Ю. Дягилец(2)
1Московский зоопарк, 2МГАВМиБ, кафедра фармакологии 

  В настоящее время описано не менее 250 видов клещей, паразитирующих на рептилиях. Для многих из них рептилии являются дефинитивными хозяевами. Некоторые виды клещей кормятся на рептилиях лишь на определенных стадиях жизненного цикла, другие живут в подстилке и атакуют своих хозяев периодически. Гамазовые клещи из семейства Entonyssidae паразитируют в легких змей, у ящериц - в ротовой полости, носовых синусах и верхней части трахеи, не проникая в просвет легкого.
  В неволе у рептилий самыми распространенными являются три вида клещей: обыкновенный змеиный клещ Ophionyssus natricis, обыкновенный ящеричный клещ Hirstiella trombidiiformis и клещ Trombicula irritans (краснотелка) из семейства тромбикулид.
  Hirstiella trombidiiformis и Trombicula irritans паразитируют только в стадии личинки и являются временными паразитами многих ящериц. Взрослые клещи живут в почве и питаются мелкими членистоногими и их яйцами. Личинки этих клещей мелкие, длиной менее 0,5 мм, в стадии имаго – 2-3 мм. Они нападают на ящериц с поверхности почвы, растительности или террариумного грунта. В течение 3-12 суток в зависимости от вида они питаются лимфой, после чего отпадают и превращаются в протонимфу, затем в дейтонимфу и имаго.
  Обыкновенный змеиный клещ O. natricis в природе редко встречается на змеях, за исключением крупных боид. Этот вид, по-видимому, произошел или близко связан с гнездовыми клещами из рода Steatonyssus, паразитирующими у млекопитающих. Под чешуями рептилий и во влажных террариумах создается микросреда, эквивалентная условиям гнезда. Поэтому у змей, содержащихся в неволе, инвазии этих клещей широко распространены и в зоопарках вызывают массу проблем, вплоть до падежа животных. Жизненный цикл змеиного клеща состоит из яйца, личинки, протонимфы, дейтонимфы и имаго, как и у всех гамазовых клещей. Протонимфа и имаго являются кровососущими стационарными паразитами, ларва и дейтонимфа живут в подстилке и не питаются (Wozniak, De Nardo, 2000).
  Дифференцировать клещей этих видов можно по простейшим морфологическим признакам. Змеиный клещ обычно темно-коричневый, два других вида оранжево-красные.
  В местах локализации клещей щитки на коже животных могут быть вдавленными, хлопьевидными, слоистыми, шелушиться или иметь петехии и язвы. Локализуются клещи в зонах, хорошо защищенных от воздействия среды: у змей - в области орбиты и подбородочной складки, у ящериц – в тимпанической области, в углублениях кожи на брюхе и под чешуями. При тяжелой инвазии симптомы, помимо локальных, включают также анемию, депрессию, анорексию, нарушение линьки и сопутствующие заболевания.
Контроль инвазий клещей в террариумах
  Учитывая особенности жизненного цикла, контролировать персестирующую инвазию О. natricis непросто. Эти меры должны быть комплексными и влиять на все стадии жизненного цикла, то есть включать изоляцию больных, очистку животных и террариумов, применение акарицидных препаратов и дезинвазию окружающей среды.
Изоляция.
  Способность клещей долгое время переносить голодание делает этот этап борьбы очень важным. Террариумы из-под инвазированных животных необходимо перенести в карантинный бокс и выдержать 2-4 недели со времени последнего обнаружения клещей. Террариумы и змей, изолированных для лечения, необходимо обследовать ежедневно. В карантинной зоне все террариумы следует изолировать, поместив их над поверхностью водного зеркала на выступающей над водой подставке. Несколько капель стирального порошка (детергента) понижают силу натяжения водного мениска, в результате чего все попавшие в воду клещи будут тонуть.
Очистка и дезинвазия террариумов.
   Будучи гнездовыми паразитами, O. natricis могут выживать в пустых террариумах и быстро восстанавливать популяцию. Желательно, чтобы террариумы, в которых содержатся инвазированные змеи, были оборудованы как можно проще. Их нужно полностью очищать, мыть и проводить смену подстилки 2 раза в неделю. Субстрат и материал для укрытий не должны быть пористыми. Весь террариум до потолка нужно вымыть горячей водой (50°С). Мусор и ветошь необходимо сразу обеззараживать и удалять за пределы здания. Во время очистки террариумов всех змей необходимо осмотреть и протереть тампонами, чтобы удалить максимальное количество клещей. Для дезинвазии используют различные инсектоакарицидные препараты (см. ниже). Пустой террариум обрабатывают, высушивают и проветривают в течение 1-2 суток. Рептилий на это время изолируют в отсадниках или замачивают в воде без препарата на срок до 12 часов. После возвращения животных поилку в террариум не ставят в течение суток и затем убирают ее во время опрыскиваний водой в течение нескольких последующих дней.
Применение инсектоакарицидов.
  В ветеринарной практике теплокровных животных применяют препараты нескольких групп. В настоящее время наиболее перспективной и малотоксичной считается группа пиретроидов, также разработаны новые препараты, отличающиеся по химическому строению и механизму действия – имидоклаприд и фипронил. Карбаматы применяются реже, а фосфорорганические препараты, из-за высокой токсичности, применяются в основном для обработки крупных животных.
Однако, для рептилий все группы препаратов одинаково токсичны. При этом разные виды рептилий (а их около 7000) могут реагировать на любой препарат по-разному. Например, бутокс (декаметрин) высокотоксичен для некоторых видов удавов и малотоксичен для ящериц.
  Из фосфороорганических соединений (ФОС) для рептилий применяют в основном дихлофос, хлорофос и негувон в виде спреев, импрегнированных пластинок и растворов для купания животных. Если рассмотреть подробнее механизм действия акарицидных препаратов, мы увидим, что ФОС угнетает ацетилхолинэстеразу на 60-70%, это является причиной отравления животных и проявляется клинически. При остром отравлении клиника проявляется быстро прогрессирующим центральным параличом, с ранними симптомами атаксии, гиперсаливации, дрожания и фасцикуляции мышц. При долгом контакте с препаратами этой группы возможна гибель змей в течение 6 месяцев после обработки, иногда без каких-либо клинических симптомов. При этом даже на вскрытии не выявляют изменений, характерных при отравлениях ФОСами, за исключением токсической дистрофии печени (Mader, 1989). Неизвестно, как отражается на рептилиях тератогенный эффект этих препаратов, особенно при долговременном содержании. ФОСы также могут быть токсичны для персонала. Отравления рептилий обычно происходят при плохом проветривании помещения или при попадании препаратов в поилку, а также при несоблюдении концентрации препарата в рабочем растворе.
  Дихлофос гораздо более летуч, чем другие фосфорорганические соединения и легко испаряется из субстрата, на чем основано действие импрегнированных пластинок. Внутри террариума он конденсируется на поверхностях, покрывая их тонким слоем, в том числе на животных и питьевой воде. Накожное всасывание дихлофоса в экспериментах с лабораторными животными вызывает у них дермальный мутагенез. У работавших с этими препаратами людей резко снижалась активность холинэстеразы в эритроцитах и плазме крови. При использовании пластинок отравление видоспецифично. В экспериментах с бразильскими удавами не отмечали интоксикаций даже при 10-кратном увеличении площади пластинки (Wozniak, De Nardo, 2000), однако и в литературе, и в нашей собственной практике зафиксированы случаи отравлений среди разных видов змей. Хлорофос применяют, как правило, в 0,15% концентрации. В экспериментах Тома Бойера, который обрабатывал змей хлорофосом в концентрации от 0,08% до 2% из более 600 змей погиб только один истощенный королевский питон после обработки 1% раствором. Несколько змей, находившихся в линьке, впали в летаргию на срок до 3 суток (Boyer, Boyer, 1991). Очень плохо переносят этот препарат гекконы. Негувон используют в водных растворах для купания животных, либо помещают рептилию в полотняный мешок, обработанный препаратом и после этого высушенный. Лучше всего использовать кристаллический концентрат негувона, растворяя 250 мг в 1 л воды (0,025% раствор). Это почти «идеальный» способ обработки, так как отравления случаются редко и при этом легко поддаются терапии. Хуже использовать фабричный раствор, так как он не растворяется в воде и образует пятно на поверхности водного зеркала, хорошо всасывающееся накожно. Мы регистрировали смертельные отравления среди некоторых ядовитых змей, не получивших своевременную терапию. При остром отравлении терапия проста и эффективна, но часто «не успевает» подействовать. Она включает применение холинолитических препаратов и реактиваторов холинэстеразы. Всех животных с развивающимися симптомами отравления нужно немедленно вымыть проточной водой с мылом и ввести 0,4мг/кг атропина. Далее проводят регидратацию кристаллоидами (20 мл/кг) или гемодезом (10 мл/кг). В случае судорог и сильной фасцикуляции показан диазепам (0,5-1 мг/кг) и метакарбамол (100 мг/кг).
  Из группы карбаматов в основном применяют севин (карбарил) в виде дуста, до сих пор очень популярный в США (в нашей стране он запрещен к применению с 1996 года), а также пропоксур (Больфо) в виде спрея или противоблошиных ошейников для собак, которые разрезают на кусочки и раскладывают на вентиляционные решетки в террариумах. Карбаматы связываются с холинэстеразой обратимо, поэтому отравление протекает легче, и быстрее наступает реверсия. В механизме действия карбаматов большую роль играет также угнетение ферментов, участвующих в метаболизме клетки, т.е. токсическое действие менее специфично. У теплокровных животных карбаматы оказывают отдаленный тератогенный и мутагенный эффект, также возможен эмбриотоксический эффект. У рептилий отравление карбаматами лечится так же, как и отравление ФОСами.
  Пиретроиды, синтетические производные пиретрина, обладают быстрым действием в отношении многих насекомых и паукообразных, разрушаются с образованием не токсичных компонентов, не накапливаются в окружающей среде и малотоксичны для млекопитающих. К сожалению, рептилии гораздо чувствительнее ко всем препаратам этой группы, чем млекопитающие и даже птицы. Наименее токсичными считаются ресметрин (который, впрочем, имеет самое длительное остаточное действие) и цифлутрин. Цифлутрин и перметрин активны в наименьшей концентрации (0,01%) и убивают клещей в течение 4 часов. В экспериментах эти препараты не вызывали отравления у черепах в двойной концентрации. Пиретроиды применяют в виде готовых аэрозолей или распыляют рабочие растворы, приготовленные ex tempore. Все пиретроиды могут быть потенциально токсичны для рептилий, включая аэрозоли для птиц и растворы в самых низких рабочих концентрациях. Отравление происходит при накожном всасывании и при ингаляции в плохо вентилируемых террариумах. Особенно опасны комбинированные препараты, содержащие масла, органические растворители, синергичные компоненты, ингибиторы роста насекомых и т.п. Механизм действия пиретринов и пиретроидов еще менее специфичен: эти препараты нарушают проницаемость мембран клеток нервной системы для натрия и калия, тем самым блокируя проведение импульса. Также описано угнетение клеточных оксидаз и других ферментов, участвующих в метаболизме клетки. При поступлении в организм больших доз этих препаратов также возможен холиномиметический эффект, но терапия холинолитиками не дает результата. Лечить такое отравление еще сложнее, так как нет прямых антидотов. Терапия в данном случае сводится к применению общеукрепляющих препаратов, витаминов, форсированного диуреза. Для рептилий такая терапия малоэффективна в связи с низким уровнем метаболизма, препараты просто «не успевают» подействовать.
  Некоторые современные препараты из других групп, такие как имидоклаприд (Адвентейдж) или фипронил (Фронтлайн), разработанные для лечения мелких домашних животных, также применяют для кратковременной обработки рептилий или дезинвазии террариумов. Мы наблюдали видоспецифичные реакции у разных видов змей, в том числе смертельные случаи. Имидоклаприд является миорелаксантом, нарушая нервно-мышечную передачу. Лечить отравление можно, проводя искусственное дыхание до полного выведения или разрушения вещества. Фипронил, как и ивермектины, является ГАМК-подобным веществом и вызывает угнетение ЦНС. Такие препараты противопоказаны для черепах.
  Сравнительно новой группой, которую стали применять в качестве акарицидного средства, являются макроциклические лактоны, прежде всего ивомек. Препарат рекомендуют в виде инъекций в стандартных дозах 200 мкг/кг внутримышечно, каждые 2 недели, трехкратно. Эксперименты с куриным клещом, тем не менее, показывают, что дозы для уничтожения имаго должны составлять не менее 400-500 мкг/кг. В наших экспериментах токсические реакции у змей на препарат возникали при дозах от 800 мкг/кг, но у нас нет достаточной статистики о токсичности ивомека для разных видов змей (Васильев, 1996). В любом случае, индивидуальные и видоспецифические реакции на ивомек наверняка возможны и при более низких дозах. Кроме того, ивомек влияет только на кровососущие стадии клещей и не оказывает действия на яйца, личинок и дейтонимф. Поэтому все равно потребуется дезинвазия препаратами из других групп. Ивомек также рекомендуют в виде спрея, размешивая 0,5 мл 1% раствора для инъекций в 1 л воды (Abrahams, 1992). При этом можно опрыскивать и животных, и террариумы. Было показано, что гамазовые и иксодовые клещи могут через некоторое время оправиться от паралича, вызванного ивомеком. Учитывая это, после обработки необходима тщательная очистка террариума, либо повторная обработка другими акарицидными средствами.
  На основании вышесказанного можно выделить несколько важных моментов, которые нужно учитывать при использовании инсектоакарицидов для рептилий:
— Лучше выбирать препараты из групп ФОС или карбаматов, так как к препаратам этих групп есть антидоты. Карбаматы все же лучше не назначать беременным самкам и размножающимся парам, хотя для рептилий не доказан эмбриотоксический, мутагенный и гонадотоксический эффект препаратов этой группы.
— Животных нужно обрабатывать растворами с минимальными рабочими концентрациями, от головы до хвоста, в течение 1-5 минут и затем обязательно смывать препарат. Ящерицам перед обработкой нужно предохранить глаза, капнув туда минерального масла, которое быстро смывается слезой.
— Нельзя использовать комбинированные препараты, содержащие масла и органические растворители местно. В крайнем случае, допустимо их использование в виде водных суспензий в низких концентрациях.
— Так как обрабатывать нужно и животное и террариум, то лучше выбирать препараты разных групп, например, для обработки животного можно применить Больфо (карбамат) или негувон (ФОС), а для промывки террариума – бутокс (пиретрин) или Фронтлайн (фипронил). Такая комбинация не даст суммации токсического эффекта.
— Нельзя обрабатывать животных, находящихся в линьке. Слабым и обезвоженным рептилиям перед обработкой нужно провести регидратацию, а после обработки – назначить антибиотик и курс витаминов группы В.
  Известна также альтернативная методика борьбы с не паразитическими стадиями клещей. У этих короткоживущих стадий быстро наступает линька, требующая высокой влажности. На этом основано акарицидное действие силикагеля (препарат Dri-Die), который высушивает личинок и дейтонимф. К сожалению, препарат также легко высушивает мелких змей и ящериц и к тому же опасен при ингаляции. Его можно использовать для дезинвазии в отсутствии животных.
В таблице 1 приведены чаще всего используемые препараты разных групп инсектоакарицидов и оптимальные схемы их применения.
  Карантинные меры должны включать осмотр и изоляцию всех вновь поступающих животных на 3-4 недели. Всех зараженных рептилий нужно изолировать во временных террариумах методом водного зеркала и обработать их инсектоакарицидами.
  O. natricis специфичен для рептилий и не может жить и размножаться на мышах, но они могут быть механическими переносчиками. Нельзя обрабатывать грызунов перед скармливанием их змеям. Для каждого препарата сроки ожидания разные. Например, Фронтлайн сохраняется в коже млекопитающих до 1,5 месяцев, пиретрины – 4-6 недель.
Таблица 1. Инсектоакарицидные препараты, применяемые для рептилий.
	Название ДВ/ препаративные формы
	Рабочий раствор/схема применения
	Примечания

	ФОС

	Дихлорфос (ДДВФ)/ дихлофос, дихлорвос, вапона
	Пластинки (No-pest Strip) 6 мм на 100 литров в течение 3-5 дней
	Токсично для молодняка, применять в отсутствии воды

	Хлорофос/ трихлорфон 
	0,15 % раствор
	Для большинства рептилий токсичен в 1% концентрации

	Метрифонат/ негувон
	0,5 мл на 50 кв.см водного зеркала, или 0,025% раствор по ДВ
	Экспозиция 30 минут, токсичен для бойг, смертельных змей, щитомордников, питонов рода Morelia, молодняка

	Карбаматы

	Карбамат / севин, карбарил
	5% дуст, экспозиция 8-12 часов в хорошо вентилируемом контейнере
	Малотоксичен

	Пропоксур/Больфо, 
	Спрей, дуст
	Токсичен для бойг, молодняка, некоторых видов питонов.

	Хлорникотинилы (нитрогуанидины)

	Имидаклоприд/ Адвентейдж
	Спрей
	Токсичен для молодняка питонов и бойг

	Фенилпиразолы

	Фипронил
	Спрей
	Токсичен для молодняка питонов и бойг

	Макролиды

	Ивермектин/ ивомек, баймек
	200 мкг/кг в/м, повтор через 3 недели; 5% (по препарату) раствор наружно, экспозиция 24 часа
	Малотоксичен, слабо эффективен для дезинвазии. В эксперименте показано, что для уничтожения куриного клеща необходимы дозы 400-500мкг/кг

	Пиретрины и Пиретроиды

	Пиретрин/ 8 in 1 Mite and Lice bird spray
	Спрей, 0,03%
	Токсичен для Aspidites spp, не токсичен для бойг, ковровых питонов

	Перметрин/ Стомозан (20%)
	1% раствор
	Реакции варьируют

	Декаметрин/ бутокс (5%), децис (2.5%)
	0,0015% раствор
	Токсичен для ковровых питонов, молодняка змей, применять только для обработки террариумов

	Циперметрин/ эктомин (10%), декор-2
	0,005% раствор 
	Только для обработки террариумов

	Флуметрин/ Килтикс – ошейник
	Кусочки ошейника на вентиляцию в террариуме
	Режим и экспозиция не отработаны

	Ресметрин/ Durakyl
	0,35% спрей
	Зарегистрирован в США, из наименее токсичных

	Цифлутрин
	0,1% раствор
	Зарегистрирован в США, в экспериментах не вызывал токсического эффекта у черепах в двойной концентрации

	Неостомозан (циперметрин 5,0+ тетраметрин 0,5 + пиперонил бутоксид 10,0)
	Эмульсия 1:1000
	В низких концентрациях малотоксичен, но слабоэффективен для дезинвазии
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Summary
Vasiliev D., Diaguiletz E. Acariasis control and Insectoacaricides application in reptiles. Possibility for applying of organophosphates compounds, pyrethroides and carbamates in therapy of reptiles is considered. Possible risks of intoxication and reversive therapy are discussed.
Криптоспоридиоз у рептилий: современное состояние проблемы
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  Криптоспоридиоз – протозойная болезнь с подострым или хроническим течением, характеризующаяся дисфункцией желудка и тонкого кишечника и выделением ооцист. Болезнь медленно прогрессирует и почти всегда приводит к гибели чувствительных животных, у других видов (возможно, параспецифических хозяев) проявляясь, как оппортунистическая инвазия, развивающаяся в комплексе с другими инфекционными и паразитарными патогенами. Криптоспоридиоз вызывают протозойные паразиты рода Cryptosporidium, которых раньше считали кокцидиями, близкими к семейству Eimeriidae. В настоящее время их статус остается спорным, так как недавно проведенный филогенетический анализ олигонуклеотидных последовательностей рибосомальных РНК криптоспоридий, полученных с помощью ПЦР, показал их близкое родство с грегаринами беспозвоночных (Carreno et al., 1999). Правда, в более поздней работе, выполненной также с помощью ПЦР, но на других праймерах, было показано сходство криптоспоридий с эймериями, хотя сравнительный анализ с грегаринами в этом исследовании не проводили (Sulaiman et al., 2002).
  В пределах рода систематика криптоспоридий основана на морфологических, генетических и биологических особенностях. Различные виды отличаются по размерам и форме ооцист, которые могут быть круглыми или овальными, диаметром от 3 до 8 мкм. Кроме того, криптоспоридии отличаются по своей гостальной специфичности (т.е. паразитируют у разных видов животных), органной локализации, патогенности, длительности прелатентного периода и интенсивности выделения ооцист. Генетические различия определяются олигонуклеотидными последовательностями хорошо охарактеризованных генов. В будущем, также как в ситуации с хламидиями, генетические тесты могут выявить значительно большее видовое разнообразие в этой группе, чем предполагалось ранее. Это может объяснить, почему криптоспоридиоз, хорошо диагностируемый и успешно поддающийся терапии в одной группе животных, значительно хуже диагностируется и лечится у других животных того же вида.
  До недавнего времени выделяли 8 валидных видов криптоспоридий, за последний год этот список расширился до 12 видов (см. таблицу 1).
  Такие виды, как C. muris, С. canis, C. felis и C. meleagridis относят к оппортунистическим патогенам человека. Некоторые виды криптоспоридий являются высоко специфичными, другие поражают много видов животных, третьи проявляют патогенность только у иммунодепрессивных особей. C. serpentis до недавнего времени считали единственным видом, инвазирующим рептилий (Cranfield et al., 1999). Сейчас принято считать, что у рептилий паразитирует 3 вида криптоспоридий: C. serpentis, C. saurophilum (Koudela, Modry, 1998) и C. muris (Egyed et al., 2003). Первые два специфичны для змей и ящериц соответственно, второй вид также инвазирует черепах. Выделение ооцист С. muris у рептилий, питающихся мышами, считают псевдопаразитизмом. Во всяком случае, клинического криптоспоридиоза, вызванного этим видом, у рептилий пока не наблюдали
Таблица 1. Валидные виды криптоспоридий, паразитирующие на позвоночных (по T.K. Graczyk, 2004)
	Вид криптоспоридий
	Дефинитивные хозяева

	C. parvum
	Человек, новорожденные мыши, жвачные

	C. hominis
	Человек

	C. muris
	Грызуны, человек

	C. andersoni
	Жвачные

	C. felis
	Кошки, человек

	C. canis
	Собаки, человек

	C. wrairi
	Морские свинки

	C. meleagridis
	Индюки, человек

	C. baileyi
	Птицы

	C. nasorum
	Рыбы

	C. serpentis
	Змеи

	C. saurophilum
	Ящерицы, черепахи


  Криптоспоридиоз описан у 60 видов рептилий, включая 40 видов змей, 16 видов ящериц и 6 видов черепах. К C. serpentis наиболее чувствительны мелкие виды гремучих змей, королевские змеи, маисовый полоз, молодые обыкновенные удавы и альбиносы различных видов. К C. saurophilus чувствительны агамы, гекконы, хамелеоны, ядозубы, лацертиды, теииды, вараны. У зеленых игуан описан атипичный внекишечный криптоспоридиоз. Мы также наблюдали криптоспоридиоз у гигантских сцинков. По-видимому, любые виды рептилий потенциально чувствительны к криптоспордиозу, включая черепах и крокодилов. Такие случаи описаны в литературе, хотя видовая принадлежность криптоспоридий не известна, так как в то время их всех относили к единому виду C. serpentis. Черепахи часто являются латентными носителями криптоспоридий. Крэнфилд (Cranfield et al., 1999) сообщает, что в его практике из 3 звездчатых черепах Geochelone elegans две погибли от криптоспоридиоза, а оставшаяся была носителем, причем выделенными ооцистами удалось заразить маисового полоза, что было подтверждено гистологически. Известны случаи носительства и у змей, причем до 20 лет. Нам не удалось экспериментально заразить ящериц (варанов, хамелеонов и игуан) ооцистами C. serpentis, выделенными от змей. Заражение уток ооцистами этого вида не вызывает у них заболевания, хотя сопровождается выделением живых ооцист. У мышей при экспериментальном заражении не наблюдали даже выделения цист (Graczyk et al., 1996, 1999). Генетический анализ показывает, что C. serpentis близок к таким видам, как C. muris и C. andersoni, а C. saurophilum скорее родственен C. parvum (Egyed et al., 2003). В различных экспериментах с амфибиями, рыбами и рептилиями C. parvum, возбудитель криптоспоридиоза человека, не вызывал заражения и выделения ооцист у этих животных. Экспериментальное заражение лягушек ооцистами C. serpentis вызывало у них выделение цист без клинического заболевания. Недавно спонтанное носительство не идентифицированных криптоспоридий обнаружили у ксенопуса. Ооцисты нередко находят в естественных водоемах со свободно живущими популяциями амфибий и рептилий. Возможно, их выделяют носители, в том числе не рептилийные виды.
  В последней работе Таддеуша Грачика (Graczyk, 2004) был исследован генетический полиморфизм в группе криптоспоридий C. serpentis /saurophilum, выделенных от разных видов рептилий. В качестве праймеров для ПЦР использовали фрагмент рибосомальной ДНК из 18S-субъединиц рибосом криптоспоридий. Затем амплификаты подвергали секвенированию и форезу в агарозном геле. Всего удалось выделить 9 различных генетических групп криптоспоридий: C. serpentis, C. saurophilum, C. parvum (бычий и мышиный генотип), C. serpentis – подобный генотип, два новых вида от змей и один новый вид от черепах. Собственно такие виды как, С. serpentis и C. saurophilum также оказались генетически полиморфными и состояли из 2 генетических типов – А и В. При этом штаммы из группы А были высоко специфичными и заражали исключительно дефинитивных хозяев, то есть С. serpentis штамм А – исключительно змей, а C. saurophilum штамм А – исключительно ящериц. Штаммы В в обеих группах были адаптированы к перекрестному заражению. Соответственно С. serpentis штамм В мог заражать ящериц и черепах, а C. saurophilum – змей. При этом локализация паразитов у параспецифических хозяев оставалась видоспецифичной, то есть С. serpentis паразитировал в желудке ящериц, а C. saurophilum – в кишечнике у змей.
  Криптоспоридии, инвазирующие рептилий, не опасны для млекопитающих и людей, за исключением C. muris. Хотя постулаты Коха до сих пор не были выполнены для C. serpentis и C. saurophilum, это заболевание имеет зоонотический риск для всех видов рептилий и, возможно, амфибий. Поскольку дифференцировать C. muris обычными диагностическими методами сложно, врачу лучше с осторожностью относиться к любым носителям криптоспоридиоза и не рекомендовать их содержание в домах, где есть маленькие дети или больные с синдромом иммунодефицита.
  Для криптоспоридиоза характерна фекально-оральная передача с контаминированными кормами, водой и при контакте. Доказано, что мухи способны механически переносить C. parvum в кишечнике. В неволе важнейшие факторы передачи – загрязненные террариумы. Возможна и аэрогенная передача с высушенными экскрементами. Криптоспоридиоз представляет большую проблему в зоопарковских коллекциях змей. Рафаэль (Cranfield et al., 1999) сообщает, что около 20% змей, поступающих в карантин зоопарка Бронкс в Нью-Йорке, позитивны к криптоспоридиозу по тесту ELISA, и большинство из них – латентные носители. По данным ветеринарной лаборатории Людвигсбурга, Германия (Pantchev, Vrhovec, 2004) криптоспоридии обнаруживаются более чем у 15% рептилий, исследованных с помощью копроантигенного теста (ProSpecT Cryptosporidium Microplate Assay). По результатам наших исследований, криптоспоридиоз выявляется не более чем у 5% обследованных рептилий. Это связано с применением менее чувствительных диагностических методов (кислотоустойчивая окраска). На наш взгляд, в настоящее время наметилась опасная тенденция учащения случаев спонтанного криптоспоридиоза среди рептилий частного сектора. Мы наблюдали клинический криптоспоридиоз у земляных гекконов, обыкновенных удавов и королевских питонов в возрасте всего около 3 месяцев. Животные были куплены в зоомагазине или с рук. По всей видимости, во многих торговых точках сейчас существуют стационарные очаги криптоспоридиоза, и заболеваемость даже среди разведенных в неволе рептилий будет постепенно увеличиваться.
Патогенез и клиническое течение
  Типичные клинические симптомы криптоспоридиоза проявляются у змей и связаны с потерей веса и периодическими отрыгиваниями через 12-48 часов после приема пищи. Спустя несколько недель, а иногда и месяцев после начала регургитаций, у змей развивается характерное вздутие тела в области желудка. Оно связано с пролиферативными изменениями в желудке и тонком кишечнике и частичной или полной обструкцией просвета ЖКТ, что и вызывает регургитацию. Увеличение стенки желудка вызвано гиперплазией слизистой оболочки и гипертрофией туники. Слизистая отечна, подвержена слизистому набуханию с ненормальным увеличением и расширением продольных складок, покрытых вязкой слизью. Обычны петехии или полосчатые кровоизлияния по границе складки. Собственная кишечная пластинка инфильтрирована гетерофилами, лимфоцитами и макрофагами. У змей с сопутствующей ретровирусной инфекцией, амебиазом, бактериальным энтеритом или находящихся под постоянным стрессом, клиника криптоспоридиоза проявляется быстрее, и болезнь протекает более остро и злокачественно.
  У ящериц и черепах симптомы включают анорексию, истощение и летаргию. C. saurophilum чаще всего локализован в подвздошной кишке, и клиника может проявляться размягчением стула или даже «багровой» диареей. Изменения в желудке и кишечнике ящериц больше связаны с атрофией слизистой оболочки и синдромом мальабсорбции. Атрофические измененения эпителиальной выстилки кишечника иногда сопровождаются гиперплазией крипт и исчезновением париетальных клеток в слизистой желудка. У некоторых ящериц описан также внекишечный криптоспоридиоз, когда развивающиеся стадии паразитов были обнаружены в слюнных железах, эпителии почек и евстахиевых трубах (Frye et al., 1999). Во всех случаях, описанных этими авторами, криптоспоридий не выявили в кишечнике. Известно уже несколько документированных клинических случаев, когда у зеленых игуан с клиникой экссудативного отита в аспирате из тимпанической полости обнаруживали криптоспоридий (Fitzgerald et al., 1998). В нашем архиве также имеется два таких случая. Интересно, что Antinoff (2000) в аналогичной ситуации смогла выявить криптоспоридий в биоптате кишечной стенки и затем подтвердить выделение ооцист с фекалиями как в мазках, окрашенных PAS, так и иммунофлуоресцентной окраской. Пока это единственный случай, но он показывает, что зеленые игуаны способны болеть вполне «классической» формой криптоспоридиоза.
Диагностика
  В гуманной медицине основным методом диагностики криптоспоридиоза остается выявление ооцист в мазках кала, обработанных модифицированными кислотоустойчивыми окрасками (по Цилю-Нельсену, по Файту, модификация PAS, ауроамино и т.д.), хотя эти методы не слишком чувствительны и не являются видоспецифичными. Кроме того, в медицине разработано несколько тестов на основе ELISA и прямой и непрямой окраски иммунофлуоресцентными антителами. Фредерик Фрай в течение многих лет применял ELISA для млекопитающих и обнаружил, что этот метод дает вполне приемлемую перекрестную реакцию с образцами фекалий и тканей рептилий (Frye et al., 1999). После этого тесты, разработанные для млекопитающих, стали применять и для рептилий. Они обладают достаточно высокой чувствительностью (например, дают возможность исследовать фиксированные формалином фекалии и смывы из желудка), но низкой специфичностью, и не позволяют дифференцировать видовую принадлежность криптоспоридий. Последние исследования, однако, показывают, что выраженная продукция антител, достаточная для определения методом ELISA, отмечается только при паразитировании C. serpentis. При паразитировании C. saurophilum антитела не образуются. Соответственно, этот метод может быть применим в основном для диагностики криптоспоридиоза у змей. В последнее время в США для определения видов криптоспоридий стали применять ПЦР, хотя этот метод пока не унифицирован и не используется в коммерческих лабораториях. Результаты по экспериментальному использованию ПЦР для идентификации криптоспоридий в мазках кала у человека были вполне обнадеживающими (Amar et al., 2002). В ветеринарных лабораториях криптоспоридий часто пытаются обнаружить стандартными флотационными методами или их модификациями (в США, например, до сих пор используют модифицированную флотацию с сахарозой). Эти методы обладают очень низкой чувствительностью и годятся только для предварительной диагностики. Криптоспоридий можно обнаружить и в гистологических срезах, где паразиты обычно легко прокрашиваются гематоксилин-эозином. У змей криптоспоридии прикреплены к апикальной цитоплазме латеральных и апикальных энтероцитов на границе зоны микроворсинок. У ящериц – в основном в основании кишечных крипт. При внекишечной форме заболевания криптоспоридии выглядят округлыми или грушевидными тельцами размером 2,5-5 мкм, прикрепленными к эпителиальной выстилке и свободно располагающимися в просвете пораженного органа (собирательных трубок и извитых канальцев, протоков слюнных желез, тимпанической полости и т.д.). В начальных стадиях заболевания криптоспоридии иногда могут не окрашиваться в гистопрепаратах.
  Специальные методы окраски применяют при исследовании нативных мазков. Ооцисты можно обнаружить в фекалиях, рвотных массах, аспиратах, смывах и биоптатах из желудка, кишечника и клоаки, в зависимости от локализации паразита. Исследование фекалий дает наилучшие результаты, если материал берут из крупных порций кала. У ящериц более чувствительным методом является лаваж ободочной кишки. Для исследования змей рекомендуют искусственное кормление с последующим лаважом желудка, который проводят через 3 дня. Этот метод в 3 раза более чувствителен, чем исследование кала, так как после кормления количество ооцист значительно увеличивается (Graczyk et al., 1996). Сложности возникают в связи с тем, что в фекалиях ооцисты могут иметь разную степень зрелости или когда имеется смесь ооцист разных видов. Лучшими методами окраски мазков считается модификация по Файту и ауроамино, хотя натренированный глаз вполне различает криптоспоридий в обычных препаратах, окрашенных по Цилю-Нельсену, Стампу и даже в нативных мазках, исследованных с фазовым контрастом. Следует отметить, что носительство криптоспоридий и выделение ооцист еще не означает криптоспоридиоза. Поэтому для верификации спонтанного или экспериментального заболевания нужно дополнять лабораторные исследования данными гистопатологии, полученными с помощью биопсии или на секции. Основные методы диагностики криптоспоридиоза суммированы в таблице 2.
Таблица 2. Методы диагностики криптоспоридиоза
	Метод
	Окраска
	Примечания

	Окрашеный мазок фекалий
	Кислый фуксин/брилиантовый зеленыйКислый фуксин/метиленовый синий PAS
	Исследовать крупные порции фекалий

	Смыв из желудка
	AFSМодификация по Файту Ауроамино
	Не позже 3 дней после кормленияТест в 3 раза чувствительнее

	IFA (Merifleur test)
	Окраска иммунофлуоресцентными антителами
	В 16 раз чувствительнее

	ELISA (Alexon-Trend)
	-
	Разработан только для змей


Терапия и профилактика
  Строго говоря, успешная терапия криптоспоридиоза не разработана, хотя для этих целей пытались использовать множество препаратов. Лечение может приводить к купированию клинического заболевания и выделения ооцист, но, по-видимому, не вызывает полной элиминации паразита. Для терапии разные авторы предлагали галофугинон, спирамицин, бисептол, толтразурил (Cranfield et al., 1999), паромомицин (Pare et al., 1997), азитромицин, празиквантел и миразид (Allam, Shehab, 2002; Kadappu et al., 2002), бензидол – 4,9-хинон (Kayser et al., 2002), нитазоксанид (Amadi et al., 2002) и гипериммунное коровье молозиво (Graczyk et al., 1999, 2000). В настоящее время криптоспоридиоз у рептилий лечат, в основном, паромомицином. В гуманной медицине его назначают при лечении амебиаза и цестодозов. По фармакокинетике этот препарат близок к неомицину, то есть почти не всасывается в кишечнике, но при язвенном колите возможно его ото- и нефротоксическое системное действие. На ранних стадиях криптоспоридиоза при сильном увеличении доз (до 300 и даже 800 мг/кг в сутки) возможно улучшение, хотя этот препарат, также как и остальные, не профилактирует это заболевание и не препятствует его распространению. Бисептол при длительном курсовом применении (до месяца и более) также вызывает временное улучшение, не препятствуя выделению ооцист. Ремиссия может длиться от нескольких месяцев до двух и более лет. Более успешно действует разработанная нами схема с комбинацией спирамицина, бисептола и метронидазола. Складывается впечатление, что антибиотики, возможно, влияют не на самих криптоспоридий, а на секундарную микрофлору, купируя диарейный синдром и регургитацию. Кокцидиостатики, применяемые для терапии птиц, такие как галофуразона гидробромид или толтразурил (Байкокс), имеют очень небольшую терапевтическую широту. Байкокс иногда назначают черепахам, у которых он не дает побочных эффектов, в случае обычных кокцидиозов, чаще с положительным результатом. Для змей же этот препарат высоко токсичен и вызывает у них острый гепатит и смерть. Наиболее успешной на сегодняшний день оказалась терапия гипериммунным коровьим молозивом. Этот препарат, разработанный для лечения криптоспоридиоза человека, получают от отелившихся коров, иммунизированных к C. parvum в стельный период. Для рептилий доза 10 мл/кг дается внутрь каждые 7 дней. Курс составляет 6 доз. Лечение было высоко эффективным для змей и варанов, у которых после лечения был получен отрицательный результат при окраске фекалий имунофлуоресцентными антителами. Менее впечатляющие результаты были достигнуты при лечении гекконов и черепах (Cranfield et al., 1999). Рекомендации по лечению см. в таблице 3.
Таблица 3. Рекомендации по лечению криптоспоридиоза у рептилий.
	Препараты
	Схема применения
	Авторы

	Бисептол
Спирамицин
	40 мг/кг ежедневно, 4 недели300 000 ЕД/кг ежедневно, 2 недели
	Васильев, 2003

	Паромомицин
	100-360 мг/кг, ежедневно, 2 недели 300-800 мг/кг ежедневно (для гекконов)
	Cranfield et al., 1999 Coke, Tristan, 1998

	HBC (гипериммунное коровье молозиво)
	10 мл п/о,1 раз в неделю х 6
	Graczyk et al., 1998

	Кокцидиостатики

	Толтразурил (байкокс)
	15 мг/кг, каждые 48 часов х 3 (для черепах)4,5 мг/кг, каждые 24 часа х 2 (для всех рептилий)
	Frye, Williams, 1995Schoemaker, 2001

	Галофугинон
	?
	Cranfield et al., 1999 Токсичны для змей

	Галофуразона гидробромид
	?
	Cranfield et al., 1999 Токсичны для змей


Профилактика криптоспоридиоза достаточно затруднительна, особенно в зоопарках. В случае эпизоотической вспышки нужны строгие карантинные меры. Латентных носителей можно не лечить, если они изолированы. Больных лучше лечить гипериммунной сывороткой. Далее проводят повторные анализы каждые 2-6 недель. Всех вторично позитивных обследуют в третий раз и берут биопсию стенки желудка. Позитивных навсегда оставляют в карантине, исключая из программ по разведению, или подвергают эвтаназии. Учитывая зоонотический риск, эвтаназия больных с установленным криптоспоридиозом, латентных носителей или животных с клиническим заболеванием, но не подтвержденным диагнозом – мера выбора в коллекциях рептилий. Судьбу одиночно содержащихся «домашних» рептилий должен решать владелец. Известны случаи длительной ремиссии и даже спонтанного излечения змей и ящериц, имевших клинический криптоспоридиоз с синдромом регургитации или диареи.
  Ооцисты C. parvum способны выживать и сохранять инвазионность в воде при температуре 15°С более 7 месяцев, в моче человека – более 63 дней. В террариумах, по-видимому, они сохраняют жизнеспособность не менее 3 месяцев. Они, также как ооцисты других кокцидий, весьма устойчивы к различным дезинфектантам, в том числе к активному хлору и йоду (Backer, 2002). Аммонийные соединения действуют на ооцисты в концентрации не менее 0,15 М, т.е. в разведении 1:2 – 1:5 по препарату. Ооцисты чувствительны к высушиванию и температурам выше 65°С. Эффективны горячий пар, формалин, 5-10% аммиак. Frye (1991) называет глутаровый альдегид одним из наиболее эффективных средств. Мы применяем четвертичные аммониевые и перекисные соединения в двойной концентрации рабочего раствора с экспозицией не менее 24 часов, и затем не используем террариумы в течение 2 месяцев. Декорированные фанерные ящики лучше вообще не использовать вторично.
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Summary
Vasiliev D., Blinova E. Cryptosporidiosis in reptiles: the current situation. Data on the modern systematics of the genus of Cryptosporidium and on genetic polymorphism of cryptosporidia, infestating various species of reptiles is presented. Various methods of diagnostics, therapy and prophylaxy of cryptosporidiosis in Zoo’s collections and at captive caging reptiles are being discussed. 
