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аннотация

цель исследований – выделение, идентификация и анализ типов ASV (Amplicon Sequence Variant) криптоспоридий 
свиней в условиях Вологодской области РФ.

Материалы и методы. Исследования в Российской Федерации выполнены впервые. Исследования проводили в 
свиноводческих хозяйствах на территории Вологодской области Северо-Западного федерального округа РФ в пе-
риод с января по октябрь 2023 г. Фекалии получали от поросят различных возрастов, а также от подсосных свино-
маток. Пробы исследовали с использованием оборудования ЦКП «Геномные технологии, протеомика и клеточная 
биология» ФГБНУ ВНИИСХМ. Идентификацию видов рода Cryptosporidium в пробах фекалий проводили с помощью 
высокопроизводительного секвенирования ампликонных библиотек фрагментов гена 18S рРНК, полученных в ре-
зультате проведения nested (вложенной) ПЦР с последующим «деноизингом», объединением последовательностей, 
восстановления исходных филотипов (ASV, (Amplicon Sequence Variant)). 

Результаты и обсуждение. Представители рода Cryptosporidium были выявлены в каждой исследуемой возраст-
ной группе. В результате высокопроизводительного секвенирования библиотек по технологии Illumina для каждого 
образца было получено от 20 до 100 тыс. нуклеотидных последовательностей (прочтений), после обработки кото-
рых суммарно было выявлено 2372 ASV. Анализ таксономической принадлежности ASV, проведённый с помощью 
филогенетического анализа, дополненного анализом с использованием алгоритма blastn в базе данных GenBank, 
показал, что суммарно во всех исследованных образцах присутствуют только 10 ASV, имеющих высокое сходство 
с последовательностями, депонированными в GenBank как фрагменты гена 18S рРНК Cryptosporidium scrofarum.  
8 типов ASV являются уникальными и не повторяются от хозяйства к хозяйству. Вероятно, эти последовательности 
принадлежат местным популяциям подвидов C. scrofarum. Интересным представляется обнаружение уникальной 
последовательности рода Cryptosporidium типа ASV8, сходство которого с ближайшим родственником рода со-
ставляет всего 91,47%, что может свидетельствовать о довольно удалённом таксономическом родстве. Данный тип 
нуклеотидной последовательности в дальнейшем может быть описан как новый вид. Все выявленные уникальные 
нуклеотидные последовательности ASV были депонированы в GenBank.

ключевые слова: криптоспоридиоз, Cryptosporidium scrofarum, ооцисты, ПЦР, ДНК, секвенирование, 18S рРНК, ASV, 
Amplicon Sequence Variant, поросята, Вологодская область, Российская Федерация
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abstract

the purpose of the research is isolation, identification, and analysis of ASV (Amplicon Sequence Variant) types of 
Cryptosporidia spp. in pigs in the Vologda Region of the Russian Federation. 

materials and methods. The research has been conducted in the Russian Federation for the first time. The research was 
conducted on pig farms in the Vologda Region of the Northwestern Federal District of the Russian Federation from January 
to October 2023. Feces were taken from piglets of various age groups, as well as milking sows. The samples were studied 
using the equipment of the resource center “Genomic Technologies, Proteomics and Cell Biology” of ARRIAM. Species of 
the genus Cryptosporidia were identified in fecal samples using high-throughput sequencing of 18S rRNA gene fragment 
amplicon libraries as obtained from nested PCR followed by “denoising”, sequence combining, and restoring the original 
phylotypes (ASV, (Amplicon Sequence Variant)).

Results and discussion. Cryptosporidia spp. species were identified in each age group studied. As a result of high-through-
put sequencing of the libraries using the Illumina technology, 20 to 100 thousand nucleotide sequences (reads) were 
obtained for each sample after processing of which a total of 2,372 ASVs were identified. The analysis of the ASV taxonomic 
affiliation performed with phylogenetic analysis supplemented by an analysis using the blastn algorithm in the GenBank 
database showed that, in total, 10 ASVs were only present in all studied samples that had high similarity to sequences de-
posited in the GenBank as 18S rRNA gene fragments of Cryptosporidium scrofarum. Eight ASV types were unique and did 
not repeat from farm to farm. Probably, these sequences belong to local populations of C. scrofarum subspecies. Of interest 
is the discovery of a unique Cryptosporidium sequence of ASV8 type which is only 91.47% similar to the closest relative 
of the genus, which may indicate a rather distant taxonomic relationship. This type of nucleotide sequence can be further 
described as a new species. All identified unique ASV nucleotide sequences were deposited in GenBank.

keywords: cryptosporidiosis, Cryptosporidium scrofarum, oocysts, PCR, DNA, sequencing, 18S rRNA, ASV, Amplicon 
Sequence Variant, piglets, Vologda Region, Russian Federation 
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Введение
Криптоспоридии – распространенные во 

всем мире протисты, вызывающие заболева-
ние людей и животных [9, 15, 16]. 

Впервые сообщения о случаях криптоспо-
ридиоза у свиней были зарегистрированы в 
1977 г. [8], в России же – в 1984 г. [1]. 

В настоящее время при помощи новейших 
молекулярно-генетических методов идентифи-
цировано 44 вида и 120 генотипов представи-
телей рода Cryptosporidium [14]. У свиней было 
выделено тринадцать различных видов/геноти-
пов Cryptosporidium, а именно Cryptosporidium 
scrofarum (ранее Cryptosporidium, генотип сви-
ньи II), C. suis (ранее Cryptosporidium, генотип 
свиньи I), C. muris, C. parvum, C. tyzzeri (ранее 
генотип I мыши Cryptosporidium), C. hominis, C. 
meleagridis, C. felis, C. andersoni, C. struthioni, ге-
нотип Cryptosporidium крысы, Cryptosporidium 
sp. Генотип Eire w65.5 и неизвестный генотип 
Cryptosporidium из навозной жижи свиней [6, 
10, 17, 18]. 

Более 90% случаев криптоспоридиоза у сви-
ней вызывается видами C. suis и C. scrofarum 
[7]; также сообщается о потенциальной опас-
ности заражения ими человека [10, 11].

В условиях Северо-Западного федерально-
го округа РФ ранее нами были впервые обна-
ружены криптоспоридии у поросят [3, 4], а в 
дальнейшем при помощи молекулярно-гене-
тических методик впервые в РФ установлен 
вид C. scrofarum [5].

Целью исследования было выделение, 
идентификация и анализ типов ASV крипто-
споридий свиней в условиях Вологодской об-
ласти СЗФО РФ.

Материалы и методы 
Данные исследования в Российской Феде-

рации проведены впервые.
Исследования проводили в условиях про-

мышленных свинокомплексов и частных фер-

мерских хозяйств по выращиванию свиней, 
расположенных на территории Вологодской 
области Северо-Западного федерального 
округа РФ, в период с января по октябрь 2023 
г. Фекалии поросят различных возрастов ис-
следовали путем микроскопии фекальных 
мазков, окрашенных по Циль-Нильсену.  По-
сле чего замороженные пробы фекалий транс-
портировали в г. Пушкин и г. Санкт-Петербург 
для дальнейших исследований. Работу прово-
дили с использованием оборудования ЦКП 
«Геномные технологии, протеомика и клеточ-
ная биология» ФГБНУ ВНИИСХМ».

Идентификацию видов рода 
Cryptosporidium в пробах фекалий живот-
ных проводили по ранее разработанной нами 
методике [2] с помощью двух раундов высо-
копроизводительного секвенирования ам-
пликонных библиотек фрагментов гена 18S 
рРНК, полученных в результате проведения 
nested (вложенной) ПЦР с использованием 
специализированных методов [13, 19] с после-
дующим демультиплексированием образцов, 
«деноизинга», объединения последовательно-
стей (перекрытие минимум в 12 нуклеотидов), 
восстановления исходных филотипов (ASV, 
(Amplicon sequence variant)) и удаления хи-
мерных прочтений [5]. Таксономическую при-
надлежность последовательностей определя-
лаи с помощью blastn в базе данных GenBank.

 В результате первичных исследований, со-
ртировки и отбора исследованию подвергли 
53 пробы фекалий.

Результаты исследований
Из 53 проб фекалий свиней, выращиваемых 

в удалённых друг от друга хозяйствах, была вы-
делена тотальная ДНК, которая была исполь-
зована для приготовления библиотек фрагмен-
тов гена 18S рРНК методом nested (вложенной) 
ПЦР со специфическими праймерами. 

В результате высокопроизводительного 
секвенирования библиотек по технологии 

For citation: Kryazhev A. L., Novikov A. S. ASV (Amplicon Sequence Variant) taxonomic affiliation analysis of 
Cryptosporidium scrofarum species in pigs in the Vologda Region, the Northwestern Federal District of the Russian 
Federation. Rossiyskiy parazitologicheskiy zhurnal = Russian Journal of Parasitology. 2024;18(1):58–66. (In Russ.). 
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Illumina для каждого образца было получено 
от 20 до 100 тыс. нуклеотидных последова-
тельностей (прочтений), после обработки ко-
торых суммарно выявлено 2372 ASV. 

Анализ таксономической принадлежности 
ASV, проведённый с помощью филогенетиче-
ского анализа, дополненного анализом с ис-
пользованием алгоритма blastn в базе данных 
GenBank, показал, что суммарно во всех ис-
следованных образцах присутствуют только 
10 ASV, имеющих высокое сходство с последо-
вательностями, депонированными в GenBank 
как фрагменты гена 18S рРНК C. scrofarum. 
Эти 10 ASV, однако, составляют 40,6% от всех 
(944917) прочтений, полученных в результате 
анализа 53 проб.

В таблице 1 приведены идентификаторы 
всех обнаруженных ASV, а также процент 
их сходства с последовательностями гена 
18SрРНК, ранее депонированными в GenBank. 
Только ASV1 и ASV2 полностью идентич-
ны последовательностям, присутствующим 
в GenBank, остальные различаются в разной 
степени, что, учитывая высокую консерватив-
ность гена 18S pРНК, говорит о таксономиче-
ских различиях между представителями рода 
Cryiptosporidium, выявленных в пробах фе-
калий. Особенно это касается ASV8, сходство 
которого с ближайшим родственником рода 
Cryptosporidium составляет всего 91,47%, и 
может свидетельствовать о довольно удалён-
ном таксономическом родстве, вплоть до но-
вого вида.

Таблица 1 [Table 1]

нуклеотидные последовательности asv и их процентное сходство с референсными последовательностями  
в genbank

[asv nucleotide sequences and their percentage similarity to reference sequences in genbank]

№

Названия последовательно-
стей в сводной таблице ASV 

[Sequence names in ASV 
summary table]

Предполагаемый вид и при-
своенный номер ASV 
[Intended species and 

assigned ASV number]

Процентное сходство с референс-
ными последовательностями 

[Percentage similarity to 
reference sequences]

1 Seq1 C. scrofarum 
ASV1 100

2 Seq4 C. scrofarum
ASV2 100

3 Seq92 C. scrofarum
ASV3 99,74

4 Seq224 C. scrofarum
ASV4 99,48

5 Seq467 C. scrofarum
ASV5 99,48

6 Seq812 C. scrofarum
ASV6 99,74

7 Seq888 C. scrofarum
ASV7 99,74

8 Seq1230 C. scrofarum
ASV8 91,47

9 Seq2159 C. scrofarum
ASV9 98,17

10 Seq2269 C. scrofarum
ASV10 98,17

Все идентифицированные ASV, а также не-
сколько последовательностей гена 18S рРНК 
C. scrofarum, взятые из GenBank (Sequence ID: 
MT071828, ON14980, KF597533. MN243610, 
MN243595), были выравнены в программе 
MEGA с использованием алгоритма Muscle. 
Выявленные в результате выравнивания ну-
клеотидные замены для каждого ASV при-

ведены таблице 2 и на рисунке 1. Хорошо 
заметно, что ASV8 имеет большое число ну-
клеотидных замен в последовательности ам-
плифицированного участка гена 18S рРНК по 
сравнению с другими ASV, а также референс-
ными последовательностями.

Обнаруженные нами нуклеотидные после-
довательности являются уникальными. Каж-
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дая из них была депонирована в GenBank c 
присвоением идентификаторов (Sequence ID: 
OR649139, OR654022, OR654023, OR661243, 
OR661244, OR654051, OR654052, OR654083, 
OR654084, OR654106). 

обсуждение
В результате проведенных исследований 

в условиях СЗФО РФ на примере Вологод-
ской области, установлено, что поросята 
всех возрастных групп инвазированы С. 
scrofarum. Типы ASV1 и ASV2, выявляемые 
в различных географических регионах мира 
от Португалии и Великобритании до Китая, 
Индии и Австралии, идентифицированы во 
всех обследуемых хозяйствах, хотя и в суще-
ственно различных количествах. Остальные 
ASV присутствуют в значительно меньшем 
количестве и не повторяются от хозяйства 
к хозяйству. Вероятно, эти последователь-
ности принадлежат местным популяциям 
подвидов C. scrofarum.

Интересным представляется обнаруже-
ние уникальной последовательности рода 
Cryptosporidium типа ASV8, который в по-
следствии может быть описан как новый вид.

 заключение
Впервые в Российской Федерации в усло-

виях СЗФО на примере Вологодской области 
с использованием новейших молекулярно-
генетических методик установлено парази-
тирование у свиней С. scrofarum у поросят 
всех возрастных групп. Определены местные 
типы ASV, а также появились предпосылки 
для последующего описания нового вида рода 
Cryptosporidium.
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