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Аннотация

Цель исследований – определение таксонов представителей рода Cryptosporidium у поросят при помощи молеку-
лярно-генетических методик в условиях северо-запада РФ.

Материалы и методы. Пробы фекалий брали у поросят разного возраста в хозяйствах различных форм собствен-
ности, отличающихся климатогеографической зоной и технологией содержания животных на территории Вологод-
ской области. При помощи микроскопических методов исследования выявляли «положительные» пробы, в которых 
присутствовали представители рода Cryptosporidium, сортировали их и подвергали глубокой заморозке. Затем про-
бы исследовали с использованием оборудования ЦКП «Геномные технологии, протеомика и клеточная биология» 
ФГБНУ ВНИИСХМ». Идентификацию видов рода Cryptosporidium в пробах фекалий сельскохозяйственных животных 
проводили с помощью высокопроизводительного секвенирования ампликонных библиотек фрагментов гена 18S 
рРНК, полученных в результате проведения вложенной полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Результаты и обсуждение. Была создана система праймеров для вложенной ПЦР, амплифицирующих потенциаль-
но видоспецифичный участок гена 18S рРНК размером 393 н.о. Последовательность праймера ILL_R2_ Zheng была 
модифицирована с внесением вырожденных позиций с целью сделать праймер более универсальным. В результа-
те секвенирования библиотек фрагментов гена 18S рРНК, полученных с использованием выбранных праймеров, и 
последующего таксономического анализа полученных нуклеотидных последовательностей, было показано, что во 
всех исследованных образцах присутствуют представители только одного вида Сryptosporidium scrofarum.

Ключевые слова: криптоспоридиоз, Cryptosporidium scrofarum, ооцисты, таксономия, ПЦР, ДНК, секвенирование,  
18S рРНК, поросята, Вологодская область
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Abstract

The purpose of the research is to determine taxa of the genus Cryptosporidium species in pigs using molecular genetic 
methods in the north-west of the Russian Federation. 

Materials and methods. Fecal samples were taken from pigs of different age groups on farms of different types of 
incorporation that differ in climatic and geographical zones and animal keeping technologies in the Vologda Region. 
Microscopic research methods identified “positive” samples in which Cryptosporidium species were present; they were 
sorted out and deep-frozen. Then the samples were examined using the equipment of the resource center «Genomic 
Technologies, Proteomics and Cell Biology» of ARRIAM. The Cryptosporidium species in the fecal samples from farm animals 
were identified using high-throughput sequencing of 18S rRNA gene amplicon libraries obtained by a nested polymerase 
chain reaction (PCR) assay.

Results and discussion. A primer system was designed for the nested PCR to amplify a potentially species-specific 393 
bp fragment of the 18S rRNA gene. The sequence of the ILL_R2_ Zheng primer was modified with included degenerated 
positions to make the primer more versatile. As a result of sequencing of the libraries of 18S rRNA gene fragments obtained 
with the selected primers and subsequent taxonomic analysis of the nucleotide sequences, it was shown that all the 
studied samples included representatives of only one species, Cryptosporidium scrofarum.

Keywords: cryptosporidiosis, Cryptosporidium scrofarum, oocysts, taxonomy, PCR, DNA, sequencing, 18S rRNA, pigs, 
Vologda Region 
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Введение
Криптоспоридии – паразитические про-

стейшие, обнаруженные у животных в раз-
личных странах мира [11]. В России они 
впервые были выявлены у телят в 1983 г. [6], 
а в дальнейшем и у других видов животных, в 

том числе, у поросят [1, 2]. Криптоспоридиоз 
широко распространен среди сельскохозяй-
ственных животных в условиях северо-запада 
РФ [3-5, 7].  

В РФ исследования по изучению крипто-
споридиоза у животных практически не про-
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водятся, а имеющиеся данные, основанные 
лишь на результатах микроскопических мето-
дик, с учетом новейших знаний, не являются 
актуальными.

Для видовой идентификации простейших 
рода Cryptosporidium в настоящее время ис-
пользуют анализ нуклеотидной последова-
тельности (секвенирование) фрагментов гена 
малой субъединицы эукариотической рибосо-
мы (18S рРНК). Криптоспоридии присутству-
ют в фекалиях в очень незначительном количе-
стве, в связи с чем получение фрагментов гена 
18S рРНК в достаточном для секвенирования 
количестве достигается благодаря использова-
нию так называемого nеsted (вложенной) ПЦР 
– двух последовательных раундов ПЦР с двумя 
различными парами праймеров. 

Впервые об использовании молекулярных 
методов для видовой идентификации крипто-
споридий сообщали китайские исследователи 
[12, 13], которые подобрали ПЦР-праймеры 
к участкам гена 18S рРНК, родоспецифич-
ных для Cryptosporidium, фланкирующих 
видоспецифичные последовательности этого 
гена. В качестве матрицы была использована 
ДНК, выделенная из очищенных ооцист. Раз-
мер конечного амплифицированного ДНК-
фрагмента составлял 820 п.н. 

Секвенирование фрагментов проводили 
по методу Сэнджера [10]. Использование это-
го метода, однако, требует высокой однород-
ности амплифицированных фрагментов, что 
трудно достижимо при видовой идентифика-
ции криптоспоридий в фекалиях животных. 
ДНК, выделенная из таких образцов, пред-
ставляет собой смесь геномов, принадлежа-
щих различным эукариотическим организ-
мам. Поскольку ген 18S рРНК эволюционно 
консервативен, то с большой вероятностью в 
результате ПЦР с праймерами, специфичны-
ми к этому гену, будет получен гетерогенный 
амплификат, что сделает секвенирование по 
методу Сэнджера невозможным без трудо-
ёмкой процедуры клонирования амплико-
нов. Та же проблема возникнет, если в фе-
калиях присутствует несколько видов рода 
Cryptosporidium.

В последнее время для идентификации 
криптоспоридий всё чаще стали использовать 
метод высокопроизводительного секвениро-
вания, разработанный компанией Illumina, 
позволяющий прочитывать нуклеотидные по-

следовательности миллионов индивидуальных 
ДНК-фрагментов, одновременно не разделяя 
их после амплификации, что снимает пробле-
му гетерогенности матрицы [8]. Но, этот метод 
не позволяет секвенировать ДНК-фрагменты 
длиной свыше 500 нуклеотидов, в связи с чем 
требует особой тщательности в выборе прай-
меров для таксономического анализа.

Целью наших исследований было опре-
деление таксонов представителей рода 
Cryptosporidium у поросят при помощи мо-
лекулярно-генетических методик в условиях 
северо-запада РФ.

Материалы и методы
Данные исследования в Российской Феде-

рации были выполнены впервые.
Взятие фекалий для исследований проводи-

ли в промышленных свинокомплексах и част-
ных фермерских хозяйствах по выращиванию 
свиней в условиях Вологодской области. 

Для обнаружения криптоспоридий, а также 
для определения интенсивности криптоспо-
ридиозной инвазии поросят пробы с соблю-
дением температурных условий в стерильных 
термоконтейнерах доставляли в лабораторию 
на базе факультета ветеринарной медицины и 
биотехнологий ФГБОУ ВО Вологодская ГМХА. 
Готовили нативные мазки, концентрированные 
препараты ооцист при помощи флотацион-
ных и центрифужно-флотационных методик 
с окрашиванием микропрепаратов по Циль-
Нильсену и последующим микроскопировани-
ем и идентификацией до рода Cryptosporidium. 
Далее, «положительные» пробы сортировали, 
подвергали замораживанию и доставляли в ла-
бораторию. Всего исследовано 400 проб фека-
лий от разных животных.

Работу проводили с использованием обо-
рудования ЦКП «Геномные технологии, про-
теомика и клеточная биология» ФГБНУ ВНИ-
ИСХМ. 

Идентификацию видов рода Cryptospori- 
dium в пробах фекалий сельскохозяйственных 
животных осуществляли с помощью высоко-
производительного секвенирования ампли-
конных библиотек фрагментов гена 18S рРНК, 
полученных в результате nested (вложенной) 
ПЦР. В качестве матрицы использовали то-
тальную ДНК, выделенную из проб фекалий 
модифицированным CTAB методом [9]. Раз-
рушение микроорганизмов в пробах прово-
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дили с помощью шарикового гомогенизатора 
Precellys 24 (Bertin Technologies, Франция) со 
скоростью 6000 встряхиваний в минуту два 
раза по 30 с. Для получения библиотек фраг-
ментов гена 18S рРНК использовали nested 
ПЦР. Первый раунд ПЦР (ПЦР1) проводили с 
парой праймеров F1_Zheng/R1_Zheng, ампли-
фицирующих фрагмент ДНК размером при-
близительно 1325 п.о. В 15 мкл реакционной 
смеси содержалось 0,5–1 единиц активности 
полимеразы Q5® High-Fidelity DNA Polymerase 
(NEB, США), по 5 пкМ прямого и обратно-
го праймеров, 1–10 нг ДНК-матрицы и 2 нМ 
каждого dNTP (LifeTechnologies). Смесь де-
натурировали при 94 0С 1 мин., после чего 
следовало 40 циклов: 94 0С – 30 с, 55 0С – 30 с,  
72 0С – 1 мин. Финальную элонгацию про-
водили при 72 0С 3 мин.  Затем, полученный 
амплификат разводили в 20 раз и 1 мкл ис-
пользовали в качестве матрицы для проведе-
ния второго раунда ПЦР (ПЦР2) с праймера-
ми ILL_400F/ILL_R2_Zheng, к которым были 
присоединены адаптеры (Illumina, США). Ус-
ловия проведения второго раунда ПЦР были 
аналогичны первому, но число циклов было 
уменьшено до 35. Размер амплификата соста-
вил 440 п.о. ПЦР продукты очищали по реко-
мендованной компанией Illumina методике с 
использованием магнитных частиц AM Pure 
XP (BeckmanCoulter, США). 

Индексирование ампликонов, подготов-
ку библиотек и секвенирование проводили в 
соответствии с рекомендациями производи-
теля для работы на приборе «Illumina MiSeq» 
(Illumina, США) с использованием набора ре-
агентов MiSeq® ReagentKit v3 (600 cycle) с дву-
сторонним чтением (2*300 н).

Полученные результаты обрабатывали с 
помощью ПО Illumina (тримминг и демульти-
плексирование) и пакета dada2 в программной 
среде R (фильтрация по качеству, дереплика-
ция данных, денойзинг, объединение последо-
вательностей и идентификация ASV (amplicon 
sequence variant)). Таксономическую принад-
лежность последовательностей определяли с 
помощью blastn в базе данных GenBank.

Результаты и обсуждение
На основании литературных данных [8, 14], 

была создана система праймеров (табл.) для 
nested (вложенной) ПЦР, амплифицирующих 
потенциально видоспецифичный участок гена 
18S рРНК размером 393 н.о. и удовлетворя-
ющая возможностям высокопроизводитель-
ного секвенирования по технологии Illumina. 
Последовательность праймера ILL_R2_ Zheng 
была модифицирована с внесением вырожден-
ных позиций с целью сделать праймер более 
универсальным.

Таблица [Table] 

Система праймеров, используемых для секвенирования
[Primer system used for sequencing]

№ п/п Праймер [Primer] Последовательность праймера
[Primer sequence](5′–3′)

Размер ампликона, п.о.
[Amplicon size, b.p.] Ссылка [Link]

ПЦР 1

1 F1_Zheng TTCTAGAGCTAATACATGCG
1325

S. Zheng et al., 2019

2 R1_Zheng CCCATTTCCTTCGAAACAGGA S. Zheng et al., 2019

ПЦР 2

3 ILL_400F tcgtcggcagcgtcagatgtgtataagagacag*
GTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAG 507 

(393 без адаптеров)
[(393 without adapters)]

A. Kaupke et al., 2017

4 ILL_R2_ Zheng tctcgtgggctcggagatgtgtataagagacag*
AARGAGTAAGSGAACAACCTCCA

S. Zheng et al., 2019

Примечание [Note]. * Строчными буквами обозначены адаптеры Illumina [Lowercase letters denote Illumina adapters]

Для выяснения возможности дифферен-
циации видов криптоспоридий на основании 
нуклеотидных последовательностей данного 
участка из базы данных GenBank были из-
влечены гомологичные последовательности, 
принадлежащие к различным видам рода 

Сryptosporidium; проведено выравнивание 
этих последовательностей.

Анализ нуклеотидного полиморфизма и 
его распределения в последовательностях по-
казал, что все виды криптоспоридий демон-
стрируют довольно высокую специфичность 
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и могут быть с большой вероятностью иден-
тифицированы. Однако, следует отметить, что 
нуклеотидный полиморфизм внутри видов 
также имеет место. Интересно, что, по всей 
видимости, полиморфизм инделей несколько 
более специфичен, чем полиморфизм нуклео-
тидных замен. Более того, не исключено, что 
создание диагностикума, использующего осо-
бенности распределения инделей, может ока-
заться довольно удобным орудием для крип-
тоспоридий.

В результате секвенирования библиотек 
фрагментов гена 18S рРНК, полученных с ис-
пользованием выбранных праймеров и по-
следующего таксономического анализа полу-
ченных нуклеотидных последовательностей, 
было показано, что во всех исследованных 
образцах присутствуют представители только 
одного вида Сryptosporidium scrofarum. Незна-
чительный нуклеотидный полиморфизм, при-
сутствующий во всех представленных после-
довательностях, свидетельствует о наличии 
аллельных вариаций или о существовании не-
известных, очень близкородственных, видов.

Из приведенных результатов видно, что 
выбранная система праймеров очень спец-
ифична к последовательностям гена 18S рРНК 
рода Сryptosporidium. Однако, в ряде случаев 
процент нуклеотидных последовательностей, 
не относящихся к криптоспоридиям, превы-
шает 50%, что говорит о верности выбранного 
метода для идентификации микроорганиз-
мов. Метод секвенирования по Сэнджеру в 
этих случаях не позволил бы получить како-
го-либо положительного результата.

Заключение
В результате проведенных исследований 

установлено, что в свиноводческих хозяй-
ствах Вологодской области таксономический 
состав криптоспоридий представлен видом 
Сryptosporidium scrofarum. В Российской Феде-
рации данный вид криптоспоридий выявлен 
впервые.

Для дальнейших исследований, несомнен-
но, требуется широкий анализ генетическо-
го разнообразия криптоспоридий, так как в 
соответствии с приведенными данными их 
реальный полиморфизм может оказаться го-
раздо выше, чем это ранее предполагалось. 
Здесь могут быть использованы как подходы, 
связанные с высокопроизводительным секве-

нированием (расширение спектра исходных 
образцов от различных животных, связанных 
как филогенетическим родством (кабаны, ми-
ни-пиги и пр.), так и трофическими связями 
или общностью обитания, так и подходы, свя-
занные с расширением репертуара используе-
мых праймеров, сконструированных с учетом 
всех выявленных в базах данных полимор-
физмов. 
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