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Аннотация

Цель исследования: разработка метода ПЦР в реальном времени для диагностики анаплазмоза крупного рогатого скота.

Материалы и методы. Для разработки праймеров и флуоресцентно-меченого зонда для ПЦР в реальном времени были исполь-
зованы имеющиеся в базе данных Генбанк (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) последовательности гена msp1α 57 изолятов 
Anaplasma marginale. Выявление консервативных участков гена msp1α проводили с помощью программы Сlustal Omega (https://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Cпецифичность праймеров и зонда была проверена in silico с использованием программы BLASTN 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) экспериментально на образцах крови животных, инфицированных анаплазмами A. ovis, 
A. centrale, A. bovis, A. phagocytophilum и A. platys, и секвенированием ампликонов методом Сэнгера. Для оценки чувствительности 
метода была использована сконструированная нами плазмида pGEM-msp1α, содержащая фрагмент гена msp1α длиной 207 п.н.

Результаты и обсуждение. Разработан метод ПЦР в реальном времени для выявления возбудителя анаплазмоза крупного рога-
того скота A. marginale. Были разработаны праймеры и флуоресцентно-меченый зонд для амплификации и детекции фрагмен-
та гена msp1а длиной 207 п.н. и оптимизированы условия ПЦР. Чувствительность метода позволяет выявлять одну копию гена 
msp1а А. marginale в анализируемом образце ДНК. Специфичность метода позволяет дифференцировать A. marginale от других 
видов анаплазм (A. ovis, A. bovis, A. centrale, A. phagocytophilum, A. platys). Разработанный метод может быть использован для об-
наружения и количественной оценки А. marginale в образцах крови инфицированных животных с целью подтверждения диагноза, а 
также при проведении эпизоотологического мониторинга анаплазмоза крупного рогатого скота.
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Abstract

The purpose of the research is real-time development of PCR method for diagnostics of anaplasmosis in cattle.

Materials and methods. For real time development of primers and fluorescence-labeled probe for PCR msp1α gene sequences 57 isolates 
Anaplasma marginale available on database Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) were used. Conservative areas of msp1α gene 
were revealed with Сlustal Omega programme (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Specificity of primers and probe were checked 
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Введение
Анаплазмоз крупного рогатого скота 

(КРС) – трансмиссивное инфекционное забо-
левание, вызываемое риккетсиями Anaplasma 
marginale (отряд Riсkettsiales, семейство 
Anaplasmatacеa). Анаплазмоз КРС протека-
ет с признаками лихорадки, анемии, атонии 
пищеварительного тракта и истощения. Ис-
точником возбудителя являются инфициро-
ванные животные, переносчиками − около 
20 видов клещей и кровососущие насекомые 
[19]. Возможна также механическая передача 
возбудителя от зараженных животных к здо-
ровым через нестерильные инструменты при 
проведении зоотехнических мероприятий.

Анаплазмоз КРС причиняет значительный 
экономический ущерб животноводческим хо-
зяйствам вследствие потерь молочной и мяс-
ной продуктивности и гибели скота. Леталь-
ность при анаплазмозе КРС составляет от 10 
до 100% в зависимости от географического 
региона и патогенности штамма [26]. По име-
ющимся оценкам, ежегодные экономические 
потери от анаплазмоза КРС только в США и 
Танзании составляют около 300 и 47,3 млн. 
долларов соответственно [18, 20]. Специаль-
ных исследований по определению экономи-
ческого ущерба от анаплазмоза КРС в нашей 
стране проведено мало. По имеющимся пред-
варительным оценкам, ежегодный экономи-
ческий ущерб от снижения молочной продук-
тивности коров только в Калининградской 
области составляет свыше 2 млн. рублей [8]. 

Анаплазмоз КРС зарегистрирован во мно-
гих тропических и субтропических странах, 
распространен по всей территории США, а 
также в некоторых странах Европы, главным 

образом средиземноморских [19]. В Россий-
ской Федерации за последние десятилетия зна-
чительно расширился нозоареал анаплазмоза 
КРС в первую очередь вследствие изменения 
ареала обитания клещей в условиях меняю-
щегося климата [3]. Согласно ветеринарной 
отчетности, в Российской Федерации неблаго-
получными по анаплазмозу являются южные 
области России, Брянская, Калужская, Рязан-
ская, Калининградская, Саратовская, Твер-
ская, Тюменская, Владимирская, Нижегород-
ская, Новосибирская и Ульяновская области, 
Алтайский край [2, 3]. Случаи заболевания 
КРС анаплазмозом были зарегистрированы на 
территории Московской области [5]. 

Исследований по определению уровня за-
раженности КРС возбудителем анаплазмоза в 
животноводческих хозяйствах РФ проведено 
немного. Согласно опубликованным данным, 
зараженность КРС анаплазмозом в животно-
водческих хозяйствах на юге Тюменской об-
ласти составляет 21,4–56% [6], в Кадомском 
районе Рязанской области − 75–100% [7], в хо-
зяйствах Московской области – 23,3–57,1% [5]. 

Решающую роль в предотвращении рас-
пространения анаплазмоза КРС играет своев-
ременная диагностика. Многообразие клини-
ческих проявлений анаплазмоза затрудняет 
его диагностику. В Инструкции по борьбе с 
анаплазмозом крупного и мелкого рогатого 
скота (Утверждена Главным управлением ве-
теринарии Министерства сельского хозяйства 
СССР 31 июля 1970 года) в качестве основных 
методов диагностики анаплазмоза КРС были 
рекомендованы микроскопические исследо-
вания мазков крови животных и серологиче-
ские методы (РСК). Однако их чувствитель-

experimentally in silico using BLASTN programme (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) on the animals’ blood samples infected by Anaplasma 
A. ovis, A. centrale, A. bovis, A. phagocytophilum и A. platys, and sequence analysis of amplicon by Sanger’s method. pGEM-msp1α plasmid 
designed by us containing msp1α gene fragment with a length of 207 bps was used to assess of sensitivity of the method.

Results and discussion. PCR method has been developed in real time mode to detect A. marginale anaplasmosis agent in cattle. Primers and 
fluorescence-labeled probe have been developed to amplify and detect msp1α gene fragment with a length of 207 bps and PCR conditions have 
been optimized. Sensitivity of the method allows to detect one copy of msp1а gene copy of А. marginale in analysed DNA sample. Specificity 
of method allows to differentiate A. marginale from other anaplasma types (A. ovis, A. bovis, A. centrale, A. phagocytophilum, A. platys). The 
developed method can be used to detect and assess А. Marginale quantitatively in blood samples of infected animals in order to prove the 
diagnosis as well as to perform epizootological monitoring of anaplasmosis in cattle.

Keywords: cattle; anaplasmosis; Anaplasma marginale; PCR in real time mode. 
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ность и специфичность недостаточно высоки. 
Результаты микроскопических исследований 
мазков крови, окрашенных по методу Рома-
новского-Гимза, ненадежны на ранних стади-
ях инфицирования и в случаях заболеваний, 
сопровождающихся тяжелой формой анемии 
[19]. Серологические методы, основанные на 
использовании антител к антигенам возбуди-
теля анаплазмоза, имеют недостаточно высо-
кую чувствительность и не позволяют диффе-
ренцировать А. marginale от непатогенных для 
КРС видов анаплазм [15, 24]. 

Наиболее оперативную и точную диагно-
стическую информацию позволяет получить 
выявление ДНК возбудителей анаплазмоза 
в крови КРС с помощью полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР). Преимуществом ПЦР-
диагностики является высокая чувствитель-
ность и специфичность – она позволяет 
обнаружить возбудителя на самых ранних ста-
диях заболевания, в том числе и во время ла-
тентной фазы, и надежно дифференцировать 
анаплазмоз от ряда сходных по клиническим 
проявлениям заболеваний. ПЦР-диагностика 
также значительно сокращает время про-
ведения анализа и трудозатраты, что повы-
шает экономичность и производительность 
лабораторной диагностики анаплазмоза. Пре-
имуществом метода ПЦР в реальном времени 
перед «классической» ПЦР заключается в том, 
что регистрация накопления ДНК происхо-
дит непосредственно в процессе ПЦР, т.е. де-
текция результатов методом электрофореза в 
агарозном геле как дополнительный этап ана-
лиза отсутствует. Это значительно сокращает 
время исследования, а использование помимо 
праймеров видоспецифичного флуоресцент-
но-меченого зонда повышает надежность 
правильной идентификации патогена. ПЦР 
в реальном времени позволяет также прово-
дить оценку уровня паразитемии у заражен-
ных животных.

На сегодняшний день на российском рын-
ке отсутствуют коммерческие тест-системы 
на основе ПЦР для выявления возбудителя 
анаплазмоза КРС, поэтому проблема их соз-
дания остается актуальной. 

Цель исследования – разработка метода 
ПЦР в реальном времени для диагностики 
анаплазмоза КРС. 

Материалы и методы
ДНК выделяли из цельной крови КРС (n = 

42) с помощью набора Sorb-M (Синтол, Рос-
сия) согласно рекомендациям производителя. 
Выявление животных, инфицированных A. 
marginale, проводили с использованием мето-
дики ПЦР, предложенной Torina с соавт. [25]. 

Для подбора праймеров к гену msp1a были 
использованы имеющиеся в базе данных Ген-
банк (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 
полноразмерные последовательности гена 
msp1a из 57 изолятов A. marginale. Выявление 
консервативных участков msp1a для подбора 
праймеров проводили с помощью програм-
мы Сlustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/clustalo/). Видоспецифичность прайме-
ров была проверена in silico с использованием 
программы BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). Реакцию амплификации прово-
дили в 10 мкл смеси, содержащей 5 мкл реак-
тива для ПЦР LightCycler® 480 Probes Master 
(«Roche», Швейцария), праймер MSP1a-F 5'- 
TGTTTGGAACCTAGGCTTATAG-3' (0,5 мкМ), 
праймер MSP1a-R 5,- CTTCTGCTGATCTTC 
CTGTCTC-3, (0,5 мкМ), флуоресцентно-ме-
ченый зонд MSP1a-probe 5'-(VIC)CGCTGA
TTTGGGGCTGCCTGGCACT(BHQ2)-3' (0,1 
мкМ), 30 нг ДНК. ПЦР проводили с помощью 
прибора LightCycler 96 («Roche», Швейцария) 
при следующих условиях: начальная денату-
рация в течение 2 мин при 95°С; последую-
щие 40 циклов амплификации (денатурация 
при 95°С в течение 15 с, отжиг праймеров при 
60°С в течение 15 с, элонгация при 72°С в те-
чении 15 с). Результаты ПЦР оценивали по 
нарастанию флуоресценции по каналу VIC и 
методом электрофореза в 2%-ном агарозном 
геле. Полученный в результате ПЦР фраг-
мент гена msp1a длиной 207 п.н. был очищен 
с помощью набора GeneJET PCR Purification 
Kit (Life technologies, USA), лигирован в век-
тор pGEM-T (Promega, США) и клонирован 
в клетках E. coli DH5α. Поиск колоний E. coli 
DH5α, содержащих плазмиду pGEM-msp1a, 
проводили методом ПЦР с использованием 
пары стандартных праймеров M13 (Сибэн-
зим, Россия) с последующим анализом ре-
зультатов ПЦР электрофорезом в 1,2%-ном 
агарозном геле. Целевые колонии наращива-
ли в течение ночи при 37°С в 2 мл среды LB, 
содержащей ампициллин в концентрации 100 
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мкг/мл. Очистку плазмидной ДНК проводили 
с использованием набора GeneJET Miniprep 
Kit (Thermo Fisher Scientific, США). Оценку 
концентрации плазмидной ДНК проводили с 
помощью набора PicoGreen® dsDNA Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific, США) с использова-
нием флуориметра QuantiFluor-ST (Promega, 
США). Секвенирование полученных плазмид 
pGEM-msp1a проводили методом Сэнгера 
(«Евроген», Москва).

Для определения аналитической чувстви-
тельности ПЦР была построена стандартная 
кривая. Для этого была выполнена серия де-
сятикратных разведений плазмиды pGEM-
msp1a, и получены образцы, содержащие 
100−106 копий гена msp4, которые были ис-
пользованы в качестве матрицы для ПЦР в 
реальном времени с использованием разрабо-
танных нами праймеров и флуоресцентно-ме-
ченого зонда. 

Для оценки специфичности метода исполь-
зовали ДНК, выделенную из крови животных, 
инфицированных анаплазмами A. ovis, A. 
centrale, A. bovis, A. phagocytophilum и A. platys. 
Инфицированных животных выявляли с по-
мощью методов, предложенных Torina [25], 
Decaro [14], Kawahara [17], de la Fuente [13] и 
Inokuma [17]. Образцы крови животных, ин-
фицированных A. platys и A. phagocytophilum, 
были предоставлены Е. В. Радюк (Ветеринар-
ная клиника «Свой доктор», Москва).

Результаты и обсуждение
Нами разработан метод ПЦР в реальном 

времени для диагностики анаплазмоза КРС. 
На сегодняшний день известно несколь-
ко методов на основе ПЦР для выявления 
A. marginale, однако, ни один из них не ли-
шен недостатков, которые связаны с выбо-
ром мишени для ПЦР и способа получения и 
анализа результатов. В методе, предложенном 
Reinbold с соавт. [23], используются прай-
меры и зонд к гену 16S рРНК. Недостатком 
данного метода является необходимость до-
полнительной стадии подготовки образца для 
ПЦР – реакции обратной транскрипции. Та-
кой подход является достаточно трудоемким 
и приводит к значительному увеличению как 
времени, так и стоимости анализа. В двух дру-
гих тест-системах для детекции A. marginale 
в качестве мишени был выбран ген msp5 [21, 
22]. Недостатком этих методов является ис-

пользование неспецифической системы де-
текции продуктов ПЦР с помощью интерка-
лирующего красителя SYBR Green I, который 
связывается с любой двухцепочечной ДНК, 
включая димеры праймеров, что может при-
водить к ложноположительным результатам. 
Мишенью для метода, предложенного Carelli 
с соавт. [12], был ген msp1. Однако геном 
A. marginale содержит две полноразмерные и 
три укороченные копии гена msp1β [11], по-
этому данный метод не может быть использо-
ван для точной оценки паразитемии у живот-
ных, инфицированных A. marginale. Известен 
метод на основе четырех праймеров к гену 
groEL [27], недостатком которого является не-
обходимость постановки двух последователь-
ных реакций амплификации, что приводит к 
значительному увеличению времени анализа. 
В методах, предложенных Torina [25], Bilgiç 
[10], Самуйленко [9], анализ результатов ПЦР 
проводится методом электрофореза в агароз-
ном геле, что увеличивает время проведения 
исследования по сравнению с ПЦР в режиме 
реального времени.

В нашем исследовании в качестве мишени 
для ПЦР использован высоко консерватив-
ный фрагмент гена msp1a А. marginale и флу-
оресцентно-меченый зонд, что увеличивает 
надежность и специфичность диагностики и 
уменьшает время проведения анализа (до 2 ч, 
не включая этап выделения ДНК). Ген msp1a 
представлен в геноме А. marginale в одной ко-
пии [11], что делает его подходящим для точ-
ной оценки паразитемии. 

Подобранные праймеры MSP1a-F и 
MSP1a-R и флуоресцентно-меченый зонд 
были использованы в ПЦР в режиме реаль-
ного времени, в которой в качестве матрицы 
использовалась ДНК коров, инфицированных 
A. marginale, обнаруженных нами с помощью 
метода, предложенного Torino [25]. Были по-
добраны оптимальные условия для ампли-
фикации и детекции фрагмента гена msp1a 
длиной 207 п.н. Во всех образцах ДНК инфи-
цированных коров наблюдалось экспоненци-
альное нарастание флуоресценции (рис. 1). 
Секвенирование полученных ампликонов по-
казало, что они имеют 99–100% идентичности 
с соответствующими фрагментами гена msp1a 
из базы банных Генбанк. Из 42 исследованных 
образцов 24 коровы (57,1%) оказались ана-
плазманосителями. 
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Рис. 1. Динамика накопления амплифицированных фрагментов гена msp1a A. marginale в ходе ПЦР 
в режиме реального времени для образцов ДНК, выделенной из крови зараженных животных: 

К- − отрицательный контроль; ось ординат − уровень флуоресценции; ось абсцисс − число циклов ПЦР

Для испытания аналитической специфич-
ности праймеров и зонда использовали образ-
цы ДНК животных, зараженных риккетсиями 
A. ovis, A. centrale, A. bovis, A. phagocytophilum 
и A. platys. Анализ результатов ПЦР в режиме 
реального времени с этими образцами ДНК 
показал отсутствие роста флуоресценции, ха-
рактерного для образцов ДНК из крови зара-
женных A. marginale животных, и отсутствие 
каких-либо продуктов ПЦР при анализе ре-
зультатов методом электрофореза в 1,2%-ном 
агарозном геле, что свидетельствует о видо-
специфичности праймеров и зонда. 

Для определения аналитической чувстви-
тельности ПЦР была сконструирована плазми-

да pGEM-msp1a с фрагментом гена msp1a дли-
ной 207 п.н. и получены образцы, содержащие 
100−106 копий msp1a. По результатам ПЦР, про-
веденной в трех проворностях с использова-
нием этих образцов в качестве матрицы, была 
построена стандартная кривая, отражающая 
линейное отношение между числом циклов 
ПЦР (Ct) и исходным числом копий гена msp1α 
в реакционной смеси, и установлено, что эф-
фективность ПЦР составляет 1,91, а чувстви-
тельность метода позволяет выявить одну ко-
пию гена msp1a в реакционной смеси (рис. 2). 
На основании полученной стандартной кри-
вой можно проводить количественную оценку 
уровня паразитемии у зараженных животных. 

Рис. 2. График зависимости цикла ПЦР (Ct) от числа копий гена msp1a
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Заключение
Нами разработан метод ПЦР в реальном 

времени с флуоресцентно-меченым зондом 
для диагностики анаплазмоза КРС. Метод по-
зволяет выявлять от одной копии гена msp1α 
А. marginale в анализируемом образце ДНК 
и надежно дифференцировать A. marginale 
и непатогенные для КРС виды анаплазм 
A. ovis, A. centrale, A. bovis, A. phagocytophilum 
и A. platys. Разработанный нами метод ха-
рактеризуется высокой специфичностью и 
чувствительностью, быстротой получения 
результатов диагностики, возможностью ко-
личественной оценки уровня паразитемии. 
Метод может быть использован для обнару-
жения и количественной оценки А. marginale 
в образцах крови инфицированных живот-
ных с целью подтверждения диагноза, а также 
при проведении эпизоотологического мони-
торинга анаплазмоза КРС. 
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