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Аннотация

Цель исследований – определение зараженности и степени выделения ооцист с последующей идентификацией 
таксонов представителей рода Cryptosporidium у поросят различного возраста при помощи новейших молекуляр-
но-генетических методик в условиях частных фермерских хозяйств Вологодской области Северо-Западного феде-
рального округа РФ.

Материалы и методы. Данные исследования в Российской Федерации выполнены впервые. Исследования проводили в 
условиях частных фермерских хозяйств по выращиванию свиней, расположенных на территории Вологодской области 
Северо-Западного Федерального Округа РФ с января по сентябрь 2022 г. Фекалии брали от поросят различных возрас-
тов, а именно поросят-сосунов в возрасте до 1 мес., отъемышей (1–3 мес.), поросят на откорме (от 4 мес. и старше), а также 
от подсосных свиноматок. Возрастные группы были сформированы с учетом технологических параметров содержания 
животных в хозяйствах. При помощи микроскопических методов исследования выявляли «положительные» пробы, в 
которых обнаружены ооцисты рода Cryptosporidium, и число ооцист. В дальнейшем пробы исследовали с использова-
нием оборудования ЦКП «Геномные технологии, протеомика и клеточная биология» ФГБНУ ВНИИСХМ». Идентификацию 
видов рода Cryptosporidium в пробах фекалий животных проводили с помощью высокопроизводительного секвениро-
вания ампликонных библиотек фрагментов гена 18S рРНК, полученных в результате проведения nested (вложенной) ПЦР. 

Результаты и обсуждение. Представители рода Cryptosporidium были выявлены в каждой исследуемой воз-
растной группе, причем как у животных с признаками расстройства пищеварения, так и у животных без клини-
ческих признаков болезни. Средняя инвазированность поголовья криптоспоридиями в частных фермерских 
хозяйствах составила 32,4%. Наиболее инвазированы ооцистами криптоспоридий поросята-откормочники в 
возрасте 4–6 мес. – 72%. В результате секвенирования библиотек фрагментов гена 18S рРНК, полученных с ис-
пользованием выбранных праймеров, и последующего таксономического анализа полученных нуклеотидных 
последовательностей было показано, что во всех исследованных образцах присутствуют представители только 
вида Cryptosporidium scrofarum.

Ключевые слова: криптоспоридиоз, Cryptosporidium scrofarum, ооцисты, ПЦР, ДНК, секвенирование, 18S рРНК, по-
росята, Вологодская область, Российская Федерация
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Abstract

The purpose of the research is to determine infection rate and oocyst isolation degree followed by identification of taxa of 
Cryptosporidium species in piglets of different age groups using the latest molecular genetic methods, on private farms in 
the Vologda Region of the North-Western Federal District of the Russian Federation. 

Materials and methods. These studies were performed in the Russian Federation for the first time. The research was 
performed on private pig farms located in the Vologda Region of the North-Western Federal District of the Russian 
Federation from January to September 2022. Feces were taken from piglets of different age groups, namely, sucklings 
under the age of 1 month, weaners (1–3 months), feeder pigs (4 months and older), as well as from milking sows. Age 
groups were formed taking into consideration technological parameters of keeping animals on farms. Using microscopic 
research methods, “positive” samples were detected in which Cryptosporidium oocysts were found, and the number of 
oocysts was determined. Subsequently, the samples were studied using the equipment of the resource center «Genomic 
Technologies, Proteomics and Cell Biology» of ARRIAM. Cryptosporidium species were identified in samples of animal feces 
using high-throughput sequencing of 18S rRNA gene fragment amplicon libraries as obtained by nested PCR.

Results and discussion. Cryptosporidium species were identified in each studied age group both in the animal’s presenting 
indigestion and the animals without any clinical sign of the disease. The average cryptosporidium infection rate was 32.4% 
in the animals on private farms. The most infected with cryptosporidium oocysts were feeder pigs aged 4–6 months (72%). 
As a result of sequencing of 18S rRNA gene fragment amplicon libraries obtained using selected primers and subsequent 
taxonomic analysis of the resulting nucleotide sequences, it was shown that only representatives of the Cryptosporidium 
scrofarum species were present in all the studied samples.

Keywords: cryptosporidiosis, Cryptosporidium scrofarum, oocysts, PCR, DNA, sequencing, 18S rRNA, piglets, Vologda 
Region, Russian Federation
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Введение
Криптоспоридиоз – широко распростра-

ненный зооноз, вызываемый простейшими 
рода Cryptosporidium. В настоящее время дан-
ная болезнь является значимой проблемой 
в области медицины и ветеринарии [10, 17]. 
Криптоспоридии зарегистрированы у живот-
ных в различных странах мира [19]. В Россий-
ской Федерации в 1983 г. зарегистрировано 
первое сообщение о заражении телят крип-
тоспоридиями [6]. В дальнейшем, их обна-
руживали и у других видов животных, в том 
числе у поросят [1, 2]. Имеются сообщения о 
широком распространении криптоспориди-
оза среди сельскохозяйственных животных в 
условиях северо-запада РФ [3–5, 7].  

При помощи молекулярно-генетических 
методов диагностики было идентифицировано 
два вида криптоспоридий у поросят – C. suis и 
C. scrofarum. Этих возбудителей считали спец-
ифичными для данного вида хозяев [11]. Одна-
ко, в последующем начали поступать сообще-
ния из разных стран об обнаружении у свиней 
C. parvum, а также о потенциально зоонозной 
опасности первых двух видов [12, 14, 15]. 

В Российской Федерации обнаружение 
криптоспоридий у поросят с использованием 
молекулярно-генетических методик ранее не 
проводили.

Целью наших исследований стало опре-
деление зараженности и степени выделения 
ооцист с последующей идентификацией так-
сонов представителей рода Cryptosporidium 
у поросят различного возраста при помощи 
молекулярно-генетических методик в услови-
ях частных фермерских хозяйств Вологодской 
области Северо-Западного Федерального 
Округа РФ.

Материалы и методы 
Данные исследования в Российской Феде-

рации выполнены впервые.
Исследования проводили в условиях част-

ных фермерских хозяйств по выращиванию 
свиней, расположенных на территории Воло-
годской области Северо-Западного Федераль-
ного Округа РФ в период с января по сентябрь 
2022 г. Фекалии брали от поросят различных 
возрастов: поросят-сосунов в возрасте до 1 
мес., отъемышей (1–3 мес.), поросят на от-
корме в возрасте 4–6 мес. и 6 мес. и старше, а 
также от подсосных свиноматок. Возрастные 

группы были сформированы с учетом техно-
логических параметров содержания живот-
ных в данных хозяйствах. 

Пробы фекалий в свежем виде в специаль-
ном термоконтейнере доставляли в лаборато-
рию. Для обнаружения ооцист криптоспори-
дий, идентификации их до рода, а также для 
определения интенсивности криптоспориди-
озной инвазии поросят в условиях лаборато-
рии на базе факультета ветеринарной медици-
ны и биотехнологий ФГБОУ ВО Вологодская 
ГМХА готовили нативные фекальные мазки 
концентрированных препаратов ооцист при 
помощи флотационных и центрифужно-фло-
тационных методик с окрашиванием микро-
препаратов по Циль-Нильсену и последую-
щим микроскопированием для выявления и 
подсчета ооцист криптоспоридий. Интенсив-
ность выделения ооцист в фекалиях определя-
ли с применением методики И. Павласека [13]. 

По числу выделенных ооцист с расчетом на 
1 г фекалий определяли степень инвазирован-
ности животных: «+» (слабая) – 1–5 ооцист в 
поле зрения (50000–500000 в г/фекалий); «++» 
(средняя) – 6–10 ооцист (550000–1000000 в  
г/фекалий); «+++» (сильная) – более 10 ооцист 
(свыше 1000000 в г/фекалий) при микроско-
пии с увеличением в 400 раз.

Далее пробы сортировали, подвергали 
глубокой заморозке и транспортировали в  
г. Пушкин (Санкт-Петербург) для дальнейших 
исследований. Работу проводили с использо-
ванием оборудования ЦКП «Геномные тех-
нологии, протеомика и клеточная биология» 
ФГБНУ ВНИИСХМ».

Идентификацию видов рода 
Cryptosporidium в пробах фекалий животных 
проводили с помощью высокопроизводитель-
ного секвенирования ампликонных библио-
тек фрагментов гена 18S рРНК, полученных 
в результате проведения nested (вложенной) 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). В каче-
стве матрицы использовали тотальную ДНК, 
выделенную из проб фекалий животных мо-
дифицированным CTAB методом [16]. Разру-
шение микроорганизмов в пробах осущест-
вляли с помощью шарикового гомогенизатора 
Precellys 24 (Bertin Technologies, Франция) со 
скоростью 6000 встряхиваний в минуту два 
раза по 30 с. Первый раунд ПЦР (ПЦР1) прово-
дили с парой праймеров F1_Zheng/R1_Zheng, 
амплифицирующих фрагмент ДНК размером 
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приблизительно 1325 п. о. В 15 мкл реакци-
онной смеси, содержащей 0,5–1 единиц ак-
тивности полимеразы Q5® High-Fidelity DNA 
Polymerase (NEB, США), по 5 пкМ прямого и 
обратного праймеров, 1–10 нг  ДНК-матрицы 
и 2 нМ каждого dNTP (LifeTechnologies). 
Смесь денатурировали при 94 ⁰С 1 мин., по-
сле чего следовало 40 циклов: 94 ⁰С – 30 с,  
55 ⁰С – 30 с, 72 ⁰С – 1 мин. Финальную элон-
гацию проводили при 72 ⁰С 3 мин. Затем по-
лученный амплификат разводили в 20 раз и 
1 мкл использовали в качестве матрицы для 
проведения второго раунда ПЦР (ПЦР2) с 
праймерами ILL_400F/ILL_R2_Zheng, к кото-
рым были присоединены адаптеры, разрабо-
танные компанией Illumina (Illumina, США). 
Условия проведения ПЦР2 были аналогичны 
условиям проведения первого, но число ци-
клов было уменьшено до 35. Размер амплифи-
ката составил 440 п. о. ПЦР продукты очища-
ли по рекомендованной компанией Illumina 
методике с использованием магнитных ча-
стиц AMPure XP (Beckman Coulter, 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® Reagent Kit v3 (600 cycle) с дву-
сторонним чтением (2 × 300 п. о.).

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.

Полученные результаты обрабатывали ста-
тистически с использованием компьютерной 
программы STATISTICA 10.

Всего исследованы пробы от 250 животных 
(по 50 в каждой возрастной группе). 

Результаты 
Представители рода Cryptosporidium были 

обнаружены в каждой исследуемой возраст-
ной группе, причем как у животных с призна-
ками расстройства пищеварения, так и у жи-
вотных без клинических признаков болезни. 
Общая инвазированность поголовья в част-

ных фермерских хозяйствах составила 32,4% 
(81/250). Поросята-сосуны были инвазирова-
ны криптоспоридиями в 24% случаев (12/50). 
Интенсивность криптоспоридиозной инва-
зии была преимущественно слабой (+), встре-
чалась в 32% (16/50) случаев. Средняя (++) 
степень инвазированности животных соста-
вила 16% (8/50) случаев. В возрастной груп-
пе поросят-отъемышей в возрасте 1–3 мес. 
зараженность криптоспоридиями составила 
42% (21/50); доминировала средняя (++) сте-
пень выделения ооцист – 70% (35/50) против 
14% (7/50) слабой (+). Наиболее инвазирова-
ны ооцистами криптоспоридий поросята-от-
кормочники в возрасте 4–6 мес., экстенсин-
вазированность данной группы составила 
72% (36/50). Степень выделения ооцист была 
средней (++) – 42 % (21/50) и слабой (+) – 30% 
(15/50). Животные старше 6 мес. были зара-
жены криптоспоридиями в 10% (5/50) случа-
ев. У них регистрировали слабую (+) – 4 (2/50) 
и среднюю (++) – 6% (3/50) степень инвазии. 
Свиноматки также были инвазированы крип-
тоспоридиями. Их зараженность составила 
14% (7/50), а степень криптоспоридиозной ин-
вазии была слабой (+). Следует отметить, что 
ни в одной обследуемой группе поросят силь-
ная степень криптоспоридиозной инвазии не 
была выявлена (табл.).

На основании литературных данных [9, 20] 
была создана система праймеров для nested 
(вложенного) ПЦР, амплифицирующих по-
тенциально видоспецифичный участок гена 
18S рРНК размером 393 н. о. и удовлетворя-
ющего возможностям высокопроизводитель-
ного секвенирования по технологии Illumina. 
Последовательность праймера ILL_R2_ Zheng 
была модифицирована с внесением вырож-
денных позиций с целью сделать праймер бо-
лее универсальным.

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 С. scrofarum. Незначительный ну-
клеотидный полиморфизм, присутствующий 
во всех представленных последовательностях 
говорит либо о наличии аллельных вариаций, 
либо о существовании неизвестных очень 
близкородственных видов.
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Обсуждение
Установлено, что в условиях северо-за-

пада РФ на примере Вологодской области, 
в частных фермерских хозяйствах порося-
та всех возрастных групп инвазированы С. 
scrofarum. Наиболее подвержены зараже-
нию животные, находящиеся на откорме в 
возрасте 4–6 мес. Однако, ряд зарубежных 
исследователей [8, 14] сообщают о наиболь-
шей инвазированности криптоспоридиями 
поросят в возрасте 1–3 мес. По результа-
там наших исследований, все животные за-
ражены одним видом криптоспоридий – С. 
scrofarum, что согласуется с данными китай-
ских исследователей [18]. Другие ученые со-
общали об обнаружении у поросят двух, а 
иногда трех видов криптоспоридий: C. suis, 
С. scrofarum и C. parvum [11, 12, 14, 15].

Установлен факт заражения поросят-со-
сунов С. scrofarum, что согласуется с сообще-
ниями о зараженности поросят в возрасте до 
5 недель [18, 19]. Однако, по другим данным 
этим видом криптоспоридий заражаются жи-
вотные старших возрастных групп [12, 14]. 
Обнаруженные у свиноматок криптоспори-
дии идентифицированы как С. scrofarum, что 
позволяет сделать вывод о влиянии свинома-
ток на заражение молочных поросят, и рас-
сматривать их как единственный источник 
криптоспоридиозной инвазии.

Заключение
Впервые в Российской Федерации в усло-

виях северо-запада на примере Вологодской 
области в частных фермерских хозяйствах 
по выращиванию свиней с использованием 
молекулярно-генетических методик установ-
лено паразитирование С. scrofarum у поросят 
всех возрастных групп. Наиболее подвержены 
инвазии животные в возрасте 4–6 мес.
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