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На наличие ДНК анаплазм методом двухраундовой ПЦР с последующим секвенированием ПЦР-фрагментов 
были исследованы 452 образца крови крупного рогатого скота, коз и овец из различных районов Республики 
Алтай, Алтайского края, Новосибирской и Иркутской областей. ДНК внутриэритроцитарных анаплазм 
(Anaplasma ovis, Anaplasma sp. Omsk и Anaplasma sp. Sib122) была обнаружена во всех исследованных образцах 
крови коз, в 75,2 % образцов крови овец и в 49,3 % образцов крови крупного рогатого скота. В одном образце 
крови была также выявлена ДНК Anaplasma bovis. 
Ключевые слова: анаплазмозы, внутриэритроцитарные анаплазмы, генетический анализ, сельскохозяйствен-

ные животные

MOLECULAR GENETIC ANALYSIS OF INFECTION AGENTS OF FARM ANIMALS 
ANAPLASMOSIS ON THE TERRITORY OF WESTERN AND EASTERN SIBERIA

V.A. Rar 1, T.I. Yepikhina 1, E.A. Yefremova 2, V.A. Marchenko 3, O.V. Suntsova 4, 
O.V. Lisak 4, E.K. Doroshchenko 4, I.M. Zubareva 5, A.Yu. Tikunov 1, N.V. Tikunova 1

1 Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, SB RAS, Novosibirsk 
2 Institute of Experimental Veterinary Science of Siberia and Far East, Krasnoobst settlement, 

Novosibirsk region 
3 Gorno-Altay Research Institute of Agriculture, Mayma, Republic of Altay 

4 Scientific Center for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk 
5 Novosibirsk State Agrarian University, Novosibirsk

A total of 452 blood samples of cattle, sheep and goat collected in different regions of Altai Republic, Altai region, 
Novosibirsk and Irkutsk regions were examined on the presence of Anaplasma DNA using nested PCR with subsequent 
sequencing of PCR fragments. Anaplasma DNA was found in all examined blood samples of goat, 75.2 % samples of 
sheep, and 49.3 % samples of cattle. A molecular genetic analysis has demonstrated that intraerythrocytic Anaplasma 
ovis circulates in goat and sheep blood, while an intraerythrocytic Anaplasma sp. Omsk and a new intraerythrocytic 
Anaplasma sp. Sib122, which cannot be attributed to any known species, circulate in cattle blood. In addition to in-
traerythrocytic Anaplasma, DNA of monocytic Anaplasma bovis was found in one blood sample of cattle. 
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Иксодовые клещи являются специфическими 
переносчиками значительного числа вирусных, 
бактериальных и протозойных возбудителей ин-
фекционных заболеваний людей, а также диких и 
домашних животных [12]. Среди патогенов сельско-
хозяйственных животных большую эпизоотическую 
значимость имеют бактерии рода Anaplasma (сем. 
Anaplasmataceae), размножающиеся в различных 
клетках кровеносной системы. Бактерии рода Ana-
plasma являются грамотрицательными облигатными 
внутриклеточными бактериями, локализованны-
ми в виде компактных включений (морул) внутри 
цитоплазматических вакуолей в клетках крови и в 
кроветворных органах. Жизненный цикл анаплазм 
включает стадии размножения в иксодовых клещах 
и в позвоночных хозяевах [13].

Внутриэритроцитарные анаплазмы Anaplas-
ma marginale и Anaplasma ovis являются наиболее 
распространенными возбудителями анаплазмозов 

крупного и мелкого рогатого скота в тропических 
и субтропических зонах. A. marginale вызывают 
заболевания у крупного рогатого скота, причем 
различные штаммы A. marginale различаются по 
генетическим характеристикам, биологическим 
свойствам и по патогенности [8]. Основным пере-
носчиком A. marginale являются клещи Rhipicephalus 
microplus, однако некоторые штаммы A. marginale 
передаются только механически – через загрязнен-
ные инструменты или укусы двукрылых насекомых. 
A. ovis вызывает анаплазмоз у коз и овец, основным 
переносчиком являются клещи рода Dermacentor [9]. 

Кроме внутриэритроцитарных анаплазм большую 
эпизоотическую значимость имеют размножаю-
щиеся в гранулоцитах Anaplasma phagocytophilum. 
Бактерии A. phagocytophilum вызывают как грану-
лоцитарный анаплазмоз у людей, так и клещевую 
лихорадку у крупного и мелкого рогатого скота в 
различных странах Европы [1, 11, 14]. Переносчиками 
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A. phagocytophilum являются клещи рода Ixodes. Еще 
одним возбудителем анаплазмоза крупного рогатого 
скота на территории Азии, Африки и Южной Америки 
является Anaplasma bovis. Эти бактерии размножа-
ются в моноцитах, их основными переносчиками 
служат клещи Amblyomma variegatum и Rhipicephalus 
appendiculatus [6]. Все вышеперечисленные возбу-
дители могут вызывать как тяжелые формы ана-
плазмозов, приводящие к летальным исходам, так и 
длительно персистирующие инфекции, не имеющие 
видимых проявлений. 

Природные очаги анаплазмозов сельскохозяй-
ственных животных, обусловленные инфицировани-
ем внутриэритроцитарными анаплазмами, широко 
распространены в различных регионах России. В 
частности, анаплазмоз овец был зарегистрирован 
на территории Ставропольского края, а анаплазмоз 
крупного рогатого скота – на территории Рязанской, 
Челябинской и Омской областей. Несмотря на суще-
ствование природных очагов анаплазмозов в России, 
возбудители данных заболеваний практически не 
изучены. Выявление и идентификация возбудителей 
основаны в большинстве случаев на анализе мазков 
крови, что не исключает вероятность постановки 
неверного диагноза. Наиболее достоверно видовая 
принадлежность возбудителя может быть установ-
лена с помощью молекулярных методов, таких как 
видоспецифичная ПЦР, секвенирование продуктов 
ПЦР или гибридизация продуктов ПЦР с олигонукле-
отидными зондами.

Определение вида анаплазм, основанное на приме-
нении современных молекулярных методов, в России 
было проведено только для анаплазм, обнаруженных 
во время вспышки анаплазмоза крупного рогатого ско-
та в Омской области. Было показано, что возбудителем 
данной инфекции являются внутриэритроцитарные 
анаплазмы, названные Anaplasma sp. Omsk, которые 
можно рассматривать как один из штаммов A. margina-
le [2]. Возможными переносчиками Anaplasma sp. Omsk 
являются клещи рода Dermacentor [3]. 

Целью данной работы было выявление возбу-
дителей анаплазмозов мелкого и крупного рогатого 
скота на территории Западной и Восточной Сибири 
(Республика Алтай, Алтайский край, Новосибирская 
и Иркутская области) и проведение молекулярно-ге-
нетического анализа выявленных патогенов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для последующего анализа были собраны об-
разцы крови от клинически здоровых коз (65 проб), 
овец (109 проб) и крупного рогатого скота (278 проб) 
из различных районов Западной и Восточной Сибири. 
Места сбора материала показаны в таблице 1. Кровь 
собирали в пробирки, содержащие ЭДТА. Суммарную 
ДНК выделяли из образцов крови с использованием 
наборов «Проба НК» (ДНК-технология, Москва), со-
гласно инструкции.

Все образцы были исследованы методом двухра-
ундовой ПЦР в присутствии праймеров из области гена 
16S рРНК на наличие ДНК бактерий Anaplasma spp., 
как описано ранее [4]. Все образцы, содержащие ДНК 
анаплазм, были дополнительно проанализированы 

на наличие ДНК A. phagocytophilum посредством про-
ведения ПЦР с видоспецифичными праймерами [4]. 
У ряда положительных образцов были определены 
нуклеотидные последовательности фрагментов гена 
16S рРНК Anaplasma spp. длиной 500–1300 н.п. 

Сравнение и анализ полученных нуклеотидных 
последовательностей выполнены с использованием 
программ Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 
и ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html), 
а филогенетический анализ – с помощью пакета 
филогенетических программ MEGA 5.0 (http://www.
megasoftware.net/manual.html).

Нуклеотидная последовательность фрагмента 
гена 16S рРНК нового генетического варианта ана-
плазм зарегистрирована в базе данных GenBank под 
номером KT734729.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Всего на наличие ДНК анаплазм были исследова-
ны 452 образца крови крупного рогатого скота, коз и 
овец. Образцы крови крупного рогатого скота были со-
браны в четырех хозяйствах, находящихся на террито-
рии Новосибирской области (n = 50), Алтайского края 
(n = 180) и Республики Алтай (n = 48); образцы крови 
коз – в трех хозяйствах Республики Алтай (n = 65); и 
образцы крови овец – в пяти хозяйствах Республики 
Алтай (n = 30) и Иркутской области (n = 79) (табл. 1). 

ДНК Anaplasma spp. была обнаружена методом 
двухраундовой ПЦР в 49,3 и 75,2 % образцов крови 
крупного рогатого скота и овец, соответственно, а 
также во всех образцах крови коз. При этом в разных 
хозяйствах доля образцов крови крупного рогатого 
скота и овец, содержащих ДНК анаплазм, варьировала 
от 21,2 до 84,0 % и от 40,0 до 100 %, соответственно 
(табл. 1). При проведении ПЦР в присутствии видоспе-
цифичных праймеров ни в одном из положительных 
образцов не была выявлена ДНК A. phagocytophilum. 

Поскольку в ряде хозяйств образцы крови были 
взяты спустя значительное время после периода 
активности клещей (в феврале-марте), полученные 
данные свидетельствуют о длительной персистенции 
анаплазм в крови.

Нуклеотидные последовательности фрагмента 
гена 16S рРНК Anaplasma spp. были определены для 
случайно выбранных 62 образцов от крупного рога-
того скота, 25 образцов от коз и 32 образцов от овец. 
Во всех исследованных образцах от овец и коз были 
выявлены фрагменты ДНК A. ovis, различающиеся 
между собой единичной нуклеотидной заменой. Вы-
явленные нуклеотидные последовательности A. ovis 
были идентичны последовательностям анаплазм, 
обнаруженным в клещах Dermacentor nuttalli и 
Dermacentor niveus, а также в крови овец и благород-
ных оленей (номера доступа в базе данных GenBank 
KJ410244, AF318945 и др.) [5, 7].

Результаты генотипирования анаплазм в крови 
крупного рогатого скота выявили три различных 
вида (табл. 2, рис. 1). В одном образце крови (Усть-
Канский район, Республика Алтай) была обнару-
жена нуклеотидная последовательность A. bovis, 
идентичная или отличающаяся единичной заменой 
от последовательностей анаплазм, обнаруженных в 
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Таблица 1 
Выявление ДНК Anaplasma spp. в крови сельскохозяйственных животных методом двухраундовой ПЦР

Участок Район Время сбора 
образцов Вид животных Число 

образцов 
Число (%) образцов, 
содержащих ДНК 

анаплазм 

1 Новосибирская область, Карасукский район май 2013 крупный  
рогатый скот 50 42 (84,0) 

2 Алтайский край, Каменский район ноябрь 2012 крупный  
рогатый скот 80 17 (21,2) 

2 Алтайский край, Каменский район февраль 2013 крупный  
рогатый скот 100 45 (45,0) 

3 Республика Алтай, Усть-Канский район апрель 2013 крупный  
рогатый скот 20 10 (50,0) 

4 Республика Алтай, Шебалинский район апрель 2013 крупный  
рогатый скот 28 23 (82,1) 

5 Республика Алтай, Онгудайский район май 2013 козы 20 20 (100) 

6 Республика Алтай, Кош-Агачский район май 2013 козы 16 16 (100) 

7 Республика Алтай, Кош-Агачский район сентябрь 2014 козы 29 29 (100) 

7 Республика Алтай, Кош-Агачский район сентябрь 2014 овцы 30 29 (96,7) 

8 Иркутская область, Усть-Удинский район октябрь 2013 овцы 20 8 (40,0) 

9 Иркутская область, Баяндаевский район октябрь 2013 овцы 20 20 (100) 

10 Иркутская область, Осинский район октябрь 2013 овцы 19 9 (47,4) 

11 Иркутская область, Эхирит-Булагатский район октябрь 2013 овцы 20 16 (80,0) 
 

Таблица 2 
Результаты генотипирования Anaplasma spp. в образцах крови крупного рогатого скота

Участок Район Время сбора 
образцов 

Число 
генотипированных 

образцов 

Число образцов, содержащих ДНК* 

A. bovis Anaplasma sp. 
Omsk 

Anaplasma sp. 
Sib122 

1 Новосибирская область, 
Карасукский район май 2013 14 – – 14 

2 Алтайский край, 
Каменский район ноябрь 2012 17 – 11 7 

2 Алтайский край, 
Каменский район февраль 2013 14 – 6 8 

3 Республика Алтай, 
Усть-Канский район апрель 2013 8 1 – 7 

4 Республика Алтай, 
Шебалинский район апрель 2013 9 – – 9 

 

Примечание. * – включая случаи смешанного инфицирования.

Рис. 1. Дендрограмма сходства нуклеотидных последовательностей (длиной 558 н.п.) фрагмента гена 16S рРНК Anaplasma 
spp. построенная с использованием метода NJ. Шкала представляет 2 % дивергенции: жирным шрифтом выделены 
последовательности образцов анаплазм из крови сельскохозяйственных животных, полученные в данной работе. 
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крови оленей и коз на территории Китая (KJ659040, 
HQ913644) [10]. Ранее этот вид анаплазм выявлялся 
только на территории Азии и Африки.

В 17 образцах крови коров была обнаружена 
ДНК анаплазм, идентичная последовательностям 
внутриэритроцитарных анаплазм Anaplasma sp. Omsk 
(AY649325), впервые обнаруженных во время вспышки 
анаплазмоза крупного рогатого скота в Омской области 
[2]. Сравнение определенных последовательностей гена 
16S рРНК Anaplasma sp. Omsk с последовательностями 
других штаммов показало наибольшее сходство 
(99,8 %) с A. marginale strain Veld из Южной Африки. 
Интересно, что эти анаплазмы были обнаружены 
только на территории Алтайского края.

В 45 образцах крови крупного рогатого скота 
была выявлена ДНК нового генетического варианта 
внутриэритроцитарных анаплазм (Anaplasma sp. 
Sib122), который по гену 16S рРНК отличается от 
известных видов и демонстрирует 99,5 % сходства 
с A. ovis и 99,3 % сходства с A. marginale (рис. 1). На 
основании проведенного филогенетического анализа 
этот генетический вариант не может быть отнесен ни 
к одному из известных видов анаплазм. 

Следует отметить, что внутриэритроцитарные 
анаплазмы A. ovis и Anaplasma sp. Sib122 были обнару-
жены во всех исследованных хозяйствах, что говорит 
о широком распространении данных возбудителей на 
территории Сибири. Все исследованные образцы крови 
были взяты от клинически здоровых животных; оста-
ется неизвестным, способны ли выявленные генетиче-
ские варианты анаплазм вызывать острые инфекции.

Следует также отметить, что ни в одном из ис-
следованных образцов не были найдены гранулоци-
тарные анаплазмы A. phagocytophilum, повсеместно 
выявляемые в коровах, козах и овцах на территории 
Европы [14]. Вероятно, это связано с различиями 
биологических свойств A. phagocytophilum, ассоции-
рованных с разными видами клещей – Ixodes ricinus 
в Европе и Ixodes persulcatus – в России.

Таким образом, впервые молекулярно-генетиче-
скими методами показано наличие очагов анаплазмо-
зов крупного и мелкого рогатого скота на территории 
Западной и Восточной Сибири и идентифицированы 
их инфекционные агенты. Показано, что на исследу-
емой территории анаплазмозы овец, коз и крупного 
рогатого скота могут вызываться тремя различными 
видами внутриэритроцитарных анаплазм и моно-
цитарными анаплазмами A. bovis. Использованный 
методический подход может быть также применен 
при исследовании анаплазмоза человека.

Работа частично поддержана грантом РНФ, про-
ект № 15-14-20020 (анализ образцов из Республики 
Алтай, Алтайского края и Новосибирской области) и 
частично поддержана Минобрнауки, проект VI.55.1.1 
(анализ образцов из Иркутской области).
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