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В статье представлены результаты по выявлению и молекулярно-генетическому типированию российс-
ких изолятов Anaplasma marginale. Выявление инфицированных животных проводили методом ПЦР в реальном 
времени с использованием TaqMan-зонда. Показано, что 41,9 % исследованных животных были инфицированы 
A. marginale. Типирование обнаруженных изолятов A. marginale проводили на основе результатов секвениро-
вания гена msp4. Анализ полученных нуклеотидных последовательностей выявил принадлежность российских 
изолятов A. marginale к двум известным генотипам. 

Риккетсия Anaplasma marginale (отряд 
Riсkettsiales, семейство Anaplasmatacеa)  

облигатный внутриэритроцитарный паразит, воз-
будитель анаплазмоза крупного рогатого скота. 
Заболевание протекает с признаками лихорадки, 
анемии, атонии желудочно-кишечного тракта и 
истощения [5]. Источником возбудителя являются 
инфицированные животные, переносчиками  око-
ло 20 видов клещей и кровососущие насекомые [1, 
15]. Возможна также механическая передача возбу-
дителя от зараженных животных к здоровым через 
нестерильные инструменты при проведении зоотех-
нических мероприятий. Анаплазмоз крупного рога-
того скота зарегистрирован во многих тропических 
и субтропических странах, эндемичен для Мексики, 
Центральной и Южной Америки, Карибских остро-
вов, Африки и Азии, распространен фактически по 
всей территории США, а также в некоторых стра-
нах Европы, главным образом Средиземноморских 
[11, 15]. В Российской Федерации согласно вете-
ринарной отчетности неблагополучными по анап-
лазмозу являются южные области России, а также 
Брянская, Калужская, Рязанская, Калининградская, 
Саратовская, Тверская, Тюменская, Владимирская, 
Нижегородская, Новосибирская, Ульяновская об-
ласти и Алтайский край [2, 4, 6]. 

Анаплазмоз крупного рогатого скота приносит 
значительный экономический ущерб животновод-
ческим хозяйствам вследствие потерь молочной и 
мясной продуктивности и гибели скота  леталь-
ность КРС при этом составляет от 1030  до 100 % 
[3, 19]. По имеющимся оценкам, ежегодные эконо-

мические потери от анаплазмоза крупного рогато-
го скота только в США и Танзании составили 100 и 
47,3 млн долларов соответственно [14, 16]. Сведения 
об экономическом ущербе от анаплазмоза крупного 
рогатого скота в нашей стране, к сожалению, отсутс-
твуют. 

К настоящему времени установлены пол-
ные последовательности геномов четырнадца-
ти, преимущественно американских, изолятов 
A. marginale (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/
genomes/404). Для A. marginale характерен неболь-
шой размер генома (около 1,2 Mb), что является 
результатом регрессивной эволюции и типично 
для внутриклеточных паразитов [17]. Сравнитель-
ных анализ геномов A. marginale показал, что коли-
чество однонуклеотидных полиморфизмов между 
разными штаммами варьирует от 0,20 до 0,58 % 
генома [10]. Для оценки генетической вариабель-
ности изолятов A. marginale и проведения фило-
генетического анализа были предложены методы 
сиквенс-типирования по генам белков внешней 
мембраны msp1и msp4 [10, 11]. Показано, что для 
гена msp1характерна высокая скорость мутирова-
ния в пределах одного изолята, поэтому его исполь-
зуют для выявления генетического разнообразия 
A. marginale [10]. 

Наиболее подходящим маркером для геноге-
ографических исследований A. marginale является 
ген msp4 [11]. На его основе был разработан метод 
сиквенс-типирования [11], с помощью которого на 
сегодняшний день идентифицировано более 300 
изолятов A. marginale, в основном в тропических и 
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субтропических странах (база данных GenBank). 
Подобные исследования в России до настоящего 
времени не проводились. 

Цель данного исследования – выявить и иден-
тифицировать российские изоляты A. marginale с 
помощью молекулярно-генетических методов. 

Методика исследований. Образцы крови 
КРС (n = 62) были отобраны в 2015–2016 гг. на 
территории Московской и Саратовской областей. 
ДНК выделяли с помощью набора Sorb-M («Син-
тол», Россия) согласно рекомендациям произво-
дителя. Инфицированных A. marginale животных 
выявляли методом ПЦР в реальном времени, 
разработанным нами ранее [8]. Реакцию ампли-
фикации проводили в 10 мкл реакционной смеси, 
содержащей 5 мкл LightCycler®480 Probes Master 
(Roche, Швейцария), 0,5 мкМ праймера MSP4-F:  
5- CATGAGTCACGAAGTGGCT -3, 0,5 мкМ прай-
мера MSP4-R:  5- GGCACACTCACATCAATC -3,0,1 
мкМ  флуоресцентно-меченого  зонда MSP 4-probe: 
5-(Cy5)-AAGGGGGAGTAATGGGAGGTAGCT-3) и 
3 мкл ДНК. Амплификацию проводили на приборе 
LightCycler 96 (Roche, Швейцария). Профиль реак-
ции: начальная денатурация  2 мин при 95 °С; 40 
циклов амплификации (15 с при 95 °С, 15 с при 
58 °С, 15 с при 72 °С).

Типирование обнаруженных российских 
изолятов A. marginale проводили на основе ме-
тода, предложенного J. Fuente и др. [11], с мо-
дификацией в части структуры праймеров. 
Амплификацию гена msp4 проводили с помо-
щью набора реактивов FastStartHiFi PCR System 
(Roche, Швейцария), праймеров MSP4phyl-D: 5–
ATGAATTACAGAGAATTGTTTAC-3 и Msp4phyl-R: 
5'– TTAGCTGAACAGGAATCTTGC- 3' в концентра-
ции 0,5 мкМ каждого и 3 мкл ДНК, выделенной из 
крови инфицированных животных. ПЦР проводи-
ли при следующих условиях: начальная денатура-
ция 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™ 
(Thermo Fisher Scientific Inc., США). Поиск целевых 
рекомбинантных клонов E. coli проводили методом 
ПЦР с использованием стандартных праймеров 
M13 с последующим анализом продуктов реакции 
электрофорезом в 1,5%-м агарозном геле. Очистку 
плазмидной ДНК проводили с использованием на-
бора GeneJET Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США). Секвенирование плазмид, выделенных из 
трех независимых клонов для каждого ампликона, 
проводили в обоих направлениях по методу Сэнге-
ра («Синтол», Россия). Поиск гомологов, получен-
ных нами последовательностей гена msp4, проводи-
ли с помощью программ BLAST [https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi]. 

Результаты исследований. С целью выявле-
ния российских изолятов A. marginale были исследо-
ваны образцы крови (n = 62) голштинизированного 

черно-пестрого скота из двух животноводческих 
хозяйств Московской и Саратовской областей. На 
сегодняшний день для диагностики анаплазмоза 
применяют микроскопические и серологические 
методы исследования, однако их чувствительность 
и специфичность недостаточно высоки. Результа-
ты микроскопических исследований мазков крови 
ненадежны на ранних стадиях инфицирования и в 
случаях заболеваний, сопровождающихся тяжелой 
формой анемии. Серологические методы, основан-
ные на использовании антител к антигенам возбу-
дителя анаплазмоза, имеют недостаточно высокую 
чувствительность и не позволяют дифференциро-
вать А. marginale от других видов анаплазм [18]. 

Преимуществом ПЦР-диагностики является 
высокая чувствительность и специфичность. Она 
позволяет обнаружить возбудителя на самых ран-
них стадиях заболевания, в том числе и во время 
латентной фазы, и надежно дифференцировать 
анаплазмоз от ряда сходных по клиническим про-
явлениям заболеваний. Применение метода ПЦР в 
режиме реального времени значительно сокращает 
время исследования за счет регистрации накопле-
ния ДНК непосредственно в процессе ПЦР. 

Для выявления животных, инфицированных 
A. marginale, был использован разработанный нами 
ранее метод на основе ПЦР в реальном времени 
(см. рисунок), в котором праймеры и флуоресцен-
тно-меченый зонд были подобраны на видоспеци-
фичные для A. marginale участки гена msp4, что поз-
воляет надежно дифференцировать A. marginale от 
других видов анаплазм [8]. 

Результаты проведенного исследования показа-
ли, что инфицированными оказались 41,9 % живот-
ных. При этом уровень инфицированности в хозяйс-
тве Московской области составил 57,1 %, в хозяйстве 
Саратовской области – 10 %. Сопоставимый уровень 
зараженности крупного рогатого скота анаплазмами 
A. marginale был обнаружен в результате масштабных 
серологических и микроскопических исследований, 
проведенных в 2010–2014 гг. в разных хозяйствах на 
юге Тюменской области [6].

Идентификацию выявленных изолятов 
A. marginale проводили на основе нуклеотидной 
последовательности кодирующего участка гена 
msp4 методом, описанным ранее [11] с модифика-
цией структуры праймеров с учетом имеющихся 
на сегодняшний день в базе данных GenBank пос-
ледовательностей гена msp4. Ампликоны длиной 
849 п.н., полученные в результате ПЦР с использо-
ванием в качестве матрицы ДНК крови инфициро-
ванных животных, были клонированы в клетках 
E. сoli XL-blue и секвенированы. Анализ полученных 
данных выявил два типа нуклеотидных последо-
вательностей гена msp4, один из которых характе-
рен для изолята 50(G16) (GenBank EU315782.1), 
обнаруженного ранее на территории Венгрии [13], 
другой  –  для изолятов Israeli non-tailed (GenBank 
AY786993) и 1.6 (GenBank AY666006), выявленных 
на территории Израиля и Зимбабве соответственно. 
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Обнаруженная гетерогенность популяции A. mar-
ginale в исследуемых хозяйствах может отражать как 
ввоз животных из разных географических регионов, 
так и расширение в условиях меняющегося климата 
ареала обитания клещей  основных переносчиков 
кровопаразитарных заболеваний [7]. 

Выводы. Впервые проведены исследования 
по молекулярно-генетической идентификации и 
типированию российских изолятов A. marginale, 
выявленных в крови крупного рогатого скота. 
Секвенирование гена msp4 выявленных изолятов 
A. marginale показало их принадлежность к двум из-
вестным генотипам, обнаруженным ранее на терри-
тории Венгрии, Израиля и Зимбабве. Полученные 
результаты могут быть использованы при проведе-
нии эпидемиологического мониторинга анаплазмо-
за крупного рогатого скота на территории Российс-
кой Федерации и при разработке вакцин.

Учитывая уже имеющиеся и полученные нами 
данные о высоком (до 57,1%) уровне зараженнос-
ти крупного рогатого скота A. marginale на терри-
тории РФ и значительных экономических потерях, 
связанных с анаплазмозом, представляется целесо-
образным проводить ПЦР-исследования на анап-
лазмоносительство всех животных, ввозимых на 
территорию Российской Федерации. Кроме того, 
необходимо принимать меры по профилактике 
анаплазмоза крупного рогатого скота в соответс-
твии с действующими инструкциями. 
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Anaplasma marginale (order Riсkettsiales, family 
Anaplasmatacеa) is an intraerithrocytic parasite and a caus-
ative agent of bovine anaplasmosis. Bovine anaplasmosis causes 
significant economic losses to animal husbandry. This article 
presents the results on identification and mo-lecular genetic 
typing of Russian isolates of A. marginale. Detection of infect-
ed animals was per-formed by TaqMan real-time polymerase 
chain reaction assay. It was shown that 41,9 % of tested ani-
mals were infected with A. marginale. Genotyping the obtained 
A. marginale isolates was car-ried out on the basis of msp4 gene 
sequencing data. The analysis of the obtained sequences elicited 
that Russian isolates of A. marginale belong to two known geno-
types. 

MOLECULAR GENETIC IDENTIFICATION AND TYPING RUSSIAN ISOLATES OF ANA-PLASMA MARGINALE

УДК 631. 634.237:626.80

ВОЗДЕЙСТВИЕ АГРОТЕХНИЧЕСКИХ И ЛЕСОМЕЛИОРАТИВНЫХ 
ПРИЕМОВ НА ЭЛЕМЕНТЫ ВОДНОГО БАЛАНСА В СТЕПИ 

ПРИВОЛЖСКОЙ ВОЗВЫШЕННОСТИ
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В статье на основе многолетних исследований (1964–2016 гг.) дан анализ преобразования элементов вод-
ного баланса под влиянием культур севооборотов и естественных трав пастбищ в системе агролесомелиора-
тивных противоэрозионных мелиораций.

Противоэрозионные мелиорации, включа-
ющие в себя организационно-хозяйствен-

ные, агро-, лесо-и гидромелиоративные меропри-
ятия способствуют изменению  элементов водного 
баланса, прежде всего запасов воды в снеге, талого 
и ливневого поверхностного стока, почвенно-грун-
товой влаги в зоне аэрации и на водосборе  [1, 2, 4, 
7, 8]. Заложенный под руководством  И.А. Кузника 
в 1964 г. опыт защиты почв от эрозии в с. Вязов-
ка, а затем расширенный в с. Мизино-Лапшиновка 

Саратовской области (степь Приволжской воз-
вышенности) позволил обобщить накопленный 
экспериментальный материал, опубликованный 
ранее [2, 4, 7, 8].

Цель исследования – установить влияние куль-
тур совооборота и естественных трав пастбищ в 
системе агротехнических и лесомелиоративных ме-
роприятий на элементы водного баланса. 

Методика исследований. Элементы водного 
баланса изучали по общепринятой методике [6].


