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Реферат 

Цель исследования – выявить и идентифицировать с помощью 
молекулярно-генетических методов изоляты Anaplasma marginale, 
циркулирующие на территории Московской области.  

Материалы и методы. Образцы крови крупного рогатого скота были 
отобраны в 2015 г. на территории Московской области. ДНК выделяли из цельной 
крови с помощью набора Sorb-M. Выявление животных, инфицированных A. 
marginale, и оценку уровня паразитемии проводили методом ПЦР в реальном 
времени, разработанным нами ранее. Типирование штаммов A. marginale 
осуществляли на основе метода с модификацией в части структуры праймеров.  

Полученные фрагменты гена были клонированы в клетках Escherichia сoli. 
Поиск целевых рекомбинантных клонов E. coli проводили методом ПЦР с 
использованием стандартных праймеров M13 с последующим анализом 
продуктов реакции электрофорезом в 1,5%-ном агарозном геле.  

Результаты и обсуждение. Показано, что семь из тридцати исследованных 
животных являлись носителями A. marginale с уровнем паразитемии в пределах 
3,6 × 103−5,4 × 105 на 1 мл крови. Типирование обнаруженных изолятов на основе 
нуклеотидных последовательностей гена msp4 выявило их принадлежность к двум 
уже известным генотипам. Полученные результаты могут быть использованы при 
проведении эпидемиологического мониторинга анаплазмоза на территории 
Московской области, а также учитываться при разработке вакцин.  

Ключевые слова: анаплазмоз, Anaplasma marginale, крупный рогатый скот, 
ПЦР, паразитемия, генотипирование.  
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Введение 

Риккетсия Anaplasma marginale (отряд Riсkettsiales, семейство 
Anaplasmatacеa) − облигатный внутриэритроцитарный паразит, возбудитель 
анаплазмоза крупного рогатого скота. Анаплазмоз у крупного рогатого скота 
протекает с признаками лихорадки, анемии, атонии желудочно-кишечного тракта 
и истощения [3]. Анаплазмоз приносит значительный экономический ущерб 
животноводческим хозяйствам вследствие потерь молочной и мясной 
продуктивности и гибели скота − летальность при анаплазмозе может достигать 
100 % [5, 17]. Источником возбудителя являются инфицированные животные, 
переносчиками − около 20 видов клещей и кровососущие насекомые [15]. 
Возможна также механическая передача возбудителя от зараженных животных к 
здоровым через нестерильные инструменты при проведении зоотехнических 
мероприятий [1].   

Анаплазмоз крупного рогатого скота зарегистрирован во многих 
тропических и субтропических странах; эндемичен для Мексики, Центральной и 
Южной Америки, Карибских островов, Африки и Азии [5, 12]; распространен 
фактически по всей территории США, а также в некоторых странах Европы, 
главным образом средиземноморских [10]. Случаи заболевания крупного рогатого 
скота анаплазмозом зарегистрированы на территории Украины, Белоруссии, 
Молдовы, Казахстана, государств Средней Азии и Закавказья. В Российской 
Федерации неблагополучными по анаплазмозу согласно ветеринарной отчетности 
являются субъекты Центрального, Северо-Западного и Приволжского ФО [2, 4].  

К настоящему времени установлены полные последовательности геномов 
четырнадцати, преимущественно американских, изолятов A. marginale 
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/404]. Для A. marginale характерен 
небольшой размер генома (около 1,2 Mb), что является результатом регрессивной 
эволюции и типично для внутриклеточных паразитов [16]. Сравнительный анализ 
геномов A. marginale показал, что число однонуклеотидных полиморфизмов 
между разными штаммами варьирует от 0,20 до 0,58 % генома [7].  

Для оценки генетической вариабельности изолятов и штаммов A. marginale 
был предложен метод  сиквенс-типирования по генам белков внешней мембраны 
msp1α и msp4 [8, 9]. Показано, что для гена msp1α характерна высокая скорость 
мутирования в пределах даже одного штамма, поэтому его используют для 
выявления генетического разнообразия изолятов A. marginale [11, 14]. Наиболее 
подходящим маркером для геногеографических исследований изолятов и штаммов 
A. marginale является ген msp4 [8]. На его основе был разработан метод сиквенс-
типирования [8], с помощью которого на сегодняшний день идентифицировано 
110 изолятов A. marginale, большинство из которых было обнаружено на 
территории Мексики и США 
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=Anaplasma+marginale+msp4+complete].  

Подобные исследования в России до настоящего времени не проводились.  
Цель наших исследований – с помощью молекулярно-генетических 

методов выявить и идентифицировать изоляты A. marginale, циркулирующие на 
территории Московской области.  
 

Материалы и методы 
Образцы крови крупного рогатого скота были отобраны в мае 2015 г. на 

территории Московской области. ДНК выделяли из цельной крови животных с 
помощью набора Sorb-M. Выявление животных, инфицированных A. marginale, и 
оценку уровня паразитемии проводили методом ПЦР в реальном времени, 
разработанным нами ранее [6].  



Типирование штаммов A. marginale осуществляли на основе метода [8] с 
модификацией в части структуры праймеров, амплификацию гена msp4 – с 
помощью набора реактивов FastStartHiFi PCR System, праймеров MSP4phyl-D: 5′–
ATGAATTACAGAGAATTGTTTAC–3′ и Msp4phyl-R: 5'– 
TTAGCTGAACAGGAATCTTGC– 3' в концентрации 0,5 мкМ каждого и 3 мкл 
ДНК, выделенной из крови инфицированных животных, ПЦР – при следующих 
условиях: начальная денатурация в течение 2 мин при 95 °С; 45 циклов (15 с при 
95 °С, 15 с при 62 °С, 40 с при 72 °С).  

Полученные фрагменты гена msp4 длиной 849 п. н. были клонированы в 
клетках Escherichia сoli XL-blue с помощью набора реактивов CloneJET™. Поиск 
целевых рекомбинантных клонов E. coli проводили методом ПЦР с 
использованием стандартных праймеров M13 с последующим анализом 
продуктов реакции электрофорезом в 1,5%-ном агарозном геле, очистку 
плазмидной ДНК – с использованием набора GeneJET Miniprep Kit, 
секвенирование плазмид – в обоих направлениях по методу Сэнгера с помощью 
набора ABI Prism Big Dye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit и праймеров М13 
согласно рекомендациям изготовителя.  

Поиск гомологов полученных нами последовательностей гена msp4 
проводили с помощью программы BLASTN 
[https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi].  
 

Результаты и обсуждение 
С целью выявления изолятов A. marginale, циркулирующих на территории 

Московской области, были получены и исследованы методом ПЦР в реальном 
времени тридцать образцов ДНК, выделенной из цельной крови 
голштинизированного черно-пестрого крупного рогатого скота одного из 
животноводческих хозяйств Московской области. По результатам исследования 
семь из тридцати животных (23,3 %) оказались анаплазмоносителями. Была 
проведена количественная оценка уровня паразитемии методом, описанным нами 
ранее [6], результаты которой приведены в таблице. Уровень паразитемии у 
исследованных животных находился в пределах от 3,6 × 103 до 5,4 × 105  анаплазм 
в 1 мл крови. 

Таблица 1  
Результаты количественной оценки уровня паразитемии 

у инфицированных животных 
№ образца Титр A. marginale  

(число клеток A. marginale в 1 мл крови) 
1 5,43 × 105 
2 8,33 × 104 
3 6,53 × 104 
4 3,01 × 104 
5 4,83 × 105 
6 4,53 × 103 
7 3,55 × 103 

 
Идентификацию выявленных изолятов A. marginale проводили на основе 

нуклеотидной последовательности кодирующего участка гена msp4 методом, 
описанным ранее [8] с модификацией структуры праймеров с учетом имеющихся 
на сегодняшний день в базе данных GenBank последовательностей гена msp4. 
Ампликоны длиной 849 п. н., полученные в результате ПЦР с использованием в 
качестве матрицы ДНК инфицированных животных, были клонированы в клетках 
E. сoli, и по три клона для каждого ампликона были секвенированы в обоих 



направлениях. Анализ полученных нуклеотидных последовательностей с 
помощью программы BLASTN [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] показал, что 
четыре из полученных семи ампликонов полностью идентичны гену msp4 изолята 
A. marginale 50 (G16) (GenBank accession no. EU315782.1), обнаруженному ранее 
на территории Венгрии [13]. Остальные три ампликона полностью идентичны 
гену msp4 штамма A. marginale Israeli non-tailed (accession no AY786993) и изолята 
1.6 (GenBank accession no AY666006), обнаруженным ранее на территории 
Израиля и Зимбабве, соответственно.  
 

Заключение 
Молекулярно-генетическое типирование изолятов A. marginale, 

выявленных в крови крупного рогатого скота на территории Московской области, 
выявило изоляты, относящиеся к двум известным генотипам. Полученные 
результаты могут быть использованы при проведении эпидемиологического 
мониторинга анаплазмоза на территории Московской области, а также 
учитываться при разработке вакцин.  
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Abstract 

Objective of research: To detect and identify by molecular and genetic methods 
isolates Anaplasma marginale circulating on the territory of Moscow region.  

Materials and methods:  Blood samples were taken from cattle on the territory 
of Moscow region in 2015. DNA was isolated from whole blood by the kit «Sorb-M». 
Identification of animals infected with A. marginale and estimation of the parasitemia 
level were carried out by real-time PCR methods. Typing of A. marginale strains was 
performed by modifying the primer structure. The received gene fragments were cloned 
in Escherichia сoli cells. Targeted selection of recombinant clones of E. coli was 
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conducted by PCR methods using standard primers M13 with the following analysis of 
reaction products by 1,5% agarose gel electrophoresis. 

Results and discussion:  It was shown that seven of thirty animals were carriers 
of A. marginale strains; levels of parasitemia range from 3,6 × 103 to 5,4 × 105 per 1 ml 
blood. The analysis of msp4 gene sequence of A. marginale isolates shows their 
belonging to two already known genotypes. The results obtained can be used for 
epidemiological monitoring of anaplasmosis on the territory of Moscow region as well 
as taken into account for development of vaccines. 

Keywords: anaplasmosis, Anaplasma marginale, cattle, PCR, parasitemia, 
genotyping. 
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