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Аннотация

Цель исследования – применить молекулярно-генетические методы исследований для выявления таксономиче-
ской принадлежности паразитических нематод желудочно-кишечного тракта овец сем. Trichostrongylidae, исполь-
зуя «вложенную» ПЦР с последующим анализом полиморфизма длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ).

Материалы и методы. Паразитические нематоды: личинки стронгилят L3, полученные в результате инкубирования 
проб фекалий овец. Выделение геномной ДНК проводили с использованием коммерческого набора для экстракции 
ДНК из микроколичеств тканей (фирма «Синтол», Москва), согласно рекомендациям производителя. Для амплифи-
кации ДНК использовали термоциклер T-100 Bio-Rad и коммерческий набор реактивов Master Mix, Евроген. Режим 
проведения ПЦР осуществляли согласно руководству WAAVP, 2006. Реакцию рестрикции эндонуклеазой RsaI ампли-
фицированных фрагментов трихостронгилид проводили согласно рекомендациям фирмы-производителя фермен-
та («Сибэнзим», г. Новосибирск). 

Результаты и обсуждение. Для определения таксономической принадлежности личинок стронгилят, выделенных 
после инкубации фекалий, полученных от овец, были проведены молекулярно-генетические исследования мето-
дом «вложенной» ПЦР с последующим анализом полиморфизма длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ). Дан-
ный метод дает возможность с наименьшими трудозатратами идентифицировать генотипы трех видов стронгилят: 
Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Teladorsagia circumcincta на стадии личинки.

Ключевые слова: Teladorsagia circumcincta, Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, паразитические не-
матоды, трихостронгилиды, ПЦР-ПДРФ, рестриктаза
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Abstract

The purpose of the research is to apply molecular genetic research methods to identify the taxonomic affiliation of 
gastrointestinal parasitic sheep nematodes of the family Trichostrongylidae using nested PCR followed by the restriction 
fragment length polymorphism (RFLP) analysis. 

Materials and methods. Parasitic nematodes, L3 Strongylata larvae obtained from incubated fecal samples of sheep. The 
genomic DNA was isolated using a commercial kit for DNA extraction from micro-quantities of tissues (Synthol, Moscow) 
as per the manufacturer’s guidelines. For DNA amplification, a T-100 Bio-Rad thermal cycler and a commercial Eurogen 
Master Mix reagent kit were used. The PCR regime was performed according to the WAAVP guidelines, 2006. The restriction 
endonuclease Rsa I of amplified Trichostrongylidae fragments was performed according to guidelines of the enzyme 
manufacturer (Sibenzyme, Novosibirsk).

Results and discussion. To determine the taxonomic affiliation of Strongylata larvae isolated after incubation of feces 
from sheep, molecular genetic studies were performed using nested PCR followed by the restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) analysis. This method makes it possible to identify, with the least effort, the genotypes of three 
species of Strongylata Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, and Teladorsagia circumcincta at the larval 
stage.

Keywords: Teladorsagia circumcincta; Haemonchus contortus; Trichostrongylus colubriformis, parasitic nematodes, 
Trichostrongylidae, PCR-RFLP, restriction enzyme
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Введение
Во всем мире гельминтозы являются гло-

бальной проблемой современного здраво-
охранения и ветеринарии. Нематодозы же-
лудочно-кишечного тракта (ЖКТ) жвачных 

животных наносят серьезный ущерб эконо-
мике животноводческой отрасли сельского 
хозяйства во многих странах мира, в особен-
ности, в регионах, где практикуется пастбищ-
ное скотоводство [7, 9, 10, 14-17]. 
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Точная видовая идентификация строн-
гилят важна для выявления фауны нематод, 
паразитирующих в ЖКТ у мелких жвачных 
животных, изучения эпизоотологии распро-
странения паразитарных болезней и опреде-
ления стратегий борьбы с геогельминтозами 
[5, 6]. 

Классические методы определения видо-
вой принадлежности гельминтов основаны 
на изучении методами световой микроско-
пии морфологических и морфометрических 
особенностей паразитов [1, 26, 27]. В настоя-
щее время российские ветеринарные специ-
алисты для таксономической идентификации 
личиночных стадий (L3) трихостронгилид 
используют преимущественно методы свето-
вой микроскопии, основанные на изучении 
морфологии и морфометрии гельминта, в том 
числе по числу клеток кишечника и строе-
нию краниального (головного) и каудального 
(хвостового) отделов тела личинки. Однако, 
вышеупомянутые методы требуют наличия 
квалифицированных специалистов-морфо-
логов, и не всегда позволяют выявить таксо-
номическую принадлежность яиц и всех ли-
чиночных стадий развития стронгилят [15, 
24, 27]. Вышеуказанные методы дают возмож-
ность проводить таксономический анализ по-
пуляции нематод ЖКТ сельскохозяйственных 
жвачных животных при постмортальных ис-
следованиях на убойных пунктах, или на ли-
чинках, с определённой долей достоверности, 
поскольку многие морфометрические показа-
тели у L3 сем. Trichostrongylidae перекрывают-
ся [13, 26, 27]. 

Широко применяемые в ветеринарии ис-
следования in vivo позволяют выявить нали-
чие резистентности к определённому классу 
применяемых фармакологических средств на 
уровне всей популяции паразитических нема-
тод в конкретном стаде и не позволяют диф-
ференцировать восприимчивые и устойчивые 
к воздействию антигельминтных препаратов 
виды стронгилят [8, 15, 16, 17].

Современные методы молекулярной био-
логии позволяют использовать новые инстру-
менты для видовой идентификации всех стадий 
развития трихостронгилид [8, 16, 20, 25, 28]. 

Большинство этих методов основаны на 
разновидностях полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) и успешно используются для вы-
явления генетических мутаций, приводящих 

к возникновению устойчивости к антигель-
минтным препаратам [5, 11, 12, 23]. 

Исходя из имеющегося в лаборатории обо-
рудования, нами был освоен используемый 
в молекулярной генетике метод ПЦР-ПДРФ 
(полиморфизма длин рестрикционных фраг-
ментов ДНК). Данный метод востребован в 
случаях, когда отсутствует возможность про-
вести прямое секвенирование изучаемого 
фрагмента ДНК при необходимости изучения 
таксономического состава гельминтов сем. 
Trichostrongylidae в популяциях нематод, па-
разитирующих у овец [4, 21].

Материалы и методы
Паразитические нематоды. Личинок 

стронгилят L3 получали из свежесобранных 
проб фекалий овец.

Протокол получения L3 из яиц трихо-
стронгилид. Фекалии овец в чашках Петри 
смачивали водой и перемешивали шпателем 
до получения однородной массы. Инкубацию 
проводили при 27–28 о в течение 1–2 недель с 
обязательным ежедневным проветриванием 
чашек Петри и наблюдением за появлением 
личинок (L3) на дне устройства типа «звездоч-
ка». Каждую особь помещали на предметное 
стекло для изучения морфофизиологических 
особенностей L3 методом световой микроско-
пии. Нематод сохраняли в отдельных промар-
кированных пробирках типа «Эппендорф» 
при -20 о вплоть до начала проведения молеку-
лярно-генетических исследований.

Выделение геномной ДНК проводили с 
использованием коммерческого набора для 
экстракции ДНК из микроколичеств тканей 
производства фирмы «Синтол» (Москва) со-
гласно рекомендациям производителя. Алик-
воты геномной ДНК сохраняли вплоть до ис-
пользования при -20 о. 

Проведение «вложенной ПЦР». Для ам-
плификации ДНК использовали термоциклер 
T-100 Bio-Rad и коммерческий набор реакти-
вов Master Mix, Евроген. Режим проведения 
ПЦР, используемые реактивы и расчёт конеч-
ной концентрации реагентов в реакционной 
смеси для амплификации фрагмента ДНК 
осуществляли согласно руководствам WAAVP 
[8, 13, 24]. 

На первом этапе ПЦР использовали прай-
меры Pn1-Pn2 [13, 24]. Полученный продукт 
использовали в качестве матрицы для про-

BIOCHEMISTRY, BIOTECHNOLOGY AND DIAGNOSTICS

2024;18(3):264-273



267

Russian Journal of Parasitology / Российский паразитологический журнал

ведения второго этапа «вложенной» ПЦР с 
праймерами Pn3-Pn4 [13, 24].

Режим проведения «вложенной» ПЦР: 96 о 
– 2 мин, 95 о – 45 с, отжиг при 57 о – 55 с, 72 о – 65 
с, элонгация цепи 72 о – 35 циклов, последний 
раунд 72 о – 5 мин, сохранение продукта при 8 о. 
Количество амплифицированного фрагмента 
ДНК в пробах анализировали с помощью при-
бора Fluorometer Qubit 3,0, Invitrogen. 

Полученный фрагмент ДНК (амплификон) 
использовали в качестве основного компо-
нента для проведения реакции с эндонуклеа-
зой RsaI (фирма «Сибэнзим», г. Новосибирск). 

Протокол проведения реакции рестрик-
ции с эндонуклеазой RsaI. 10 мкл амплифици-
рованного продукта «вложенной» ПЦР (25–30 
пмол.), эндонуклеаза RsаI – 40 ед., RsaI-буфер 
– 2 мкл. Инкубация в течение 1,5 ч при 37 о.

Анализ продуктов рестрикции проводи-
ли в 2,5%-ном агарозном геле в ТВЕ буфере, 
окрашенном бромистым этидием при УФ-
излучении в гель-документирующей системе 
GelDoc, Bio-Rad. 

Результаты и обсуждение
Для получения живых личинок стронгилят 

L3 пробы фекалий отбирали непосредственно 
из прямой кишки жвачного животного. Дан-
ное требование связано с тем, что фекалии, 
собранные с земли, часто бывают контамини-
рованы свободноживущими нематодами, ко-
торые в процессе инкубации численно могут 
доминировать над паразитическими немато-
дами, что препятствует проведению диффе-
ренциального подсчета числа личинок пара-
зитических нематод в пробах [27]. 

Свободноживущие представители отряда 
Rhabditidae морфологически отличаются от 
личинок стронгилят тем, что большинство 
свободноживущих нематод, встречающихся 
в фекальных культурах, являются взрослыми 
особями, а не личинками, а также имеют раб-
дитовидный пищевод (т. е. с двумя заметными 
луковицами каудально) и длинный хвост, без 
закрывающей оболочки. 

Однако, следует отметить, что в процессе 
таксономической идентификации яиц и личи-
нок трихостронгилид по морфологическим и 
морфометрическим критериям, мы столкну-
лись со значительными сложностями. 

В настоящее время единственным прак-
тическим методом, доступным для прижиз-

ненной количественной оценки пропорций 
представителей родов паразитических нема-
тод, присутствующих в конкретном жвачном 
животном, является идентификация личинок, 
которые развиваются из яиц при инкубации 
проб фекалий. Следует особо отметить, что 
освоение метода В. Ф. Никитина (патент № 
SU 1391625 А1) и его использование позво-
лило существенно оптимизировать процесс 
выделения вылупившихся из яиц личинок и 
в конечном результате получить из фекалий 
чистую культуру жизнеспособных, активно 
двигающихся личинок L3 стронгилят. 

В основе метода лежат особенности пове-
дения инвазионных личинок в окружающей 
среде – хемотаксис и передвижение вверх по 
направлению к чистой воде [2]. При интен-
сивном заражении яйцами гельминтов фе-
калий овец после завершения времени инку-
бации в термостате в устройстве «звездочка» 
можно было обнаружить до нескольких сотен 
активно двигающихся личинок стронгилят. 
Личинки имели видимые морфологические 
особенности, позволяющие проводить таксо-
номическую идентификацию последних (мор-
фометрия, строение хвостового конца, число 
кишечных клеток и др.) с определённой степе-
нью достоверности [1, 26, 27].

Для уточнения полученных ранее результа-
тов таксономической идентификации состава 
популяции личинок паразитических нематод 
по морфологическим и морфометрическим 
критериям были проведены молекулярно-ге-
нетические исследования методом «вложен-
ной» ПЦР с последующим анализом поли-
морфизма длин рестрикционных фрагментов 
(ПДРФ). Для этого было проведено выделение 
геномной ДНК из 167 экз. паразитических 
нематод. При проведении молекулярных ис-
следований были использованы праймеры к 
внутренним (ITS) и внешним (ETS) транскри-
бируемым спейсерам и последовательностям, 
выбранным из малых и больших субъединиц 
генов рибосомальной ДНК трихостронгилид. 
Нуклеотидные последовательности прямых и 
обратных праймеров были подобраны с учё-
том гомологии с последовательностями ДНК 
видов: Haemonchus contortus, Trichostrongylus 
colubriformis и Teladorsagia circumcincta [8, 
13, 24]. На первом этапе исследований была 
применена изотермическая реакция (ПЦР) с 
«общими» праймерами Pn1-Pn2, амплифици-
рующими фрагмент ДНК, имеющийся у всех 
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видов трихостронгилид и не свойственный 
свободноживущим нематодам: 

Pn1 – F 5’ GGC AAA TAT GTC CCA CGT GC 3’
Pn2 – R 5’ GAA GCG CGA TAC GCT TGA GC 3’

В результате проведенного первого этапа 
«вложенной» ПЦР были достигнуты сразу 
две цели: во-первых, исключена возможность 
амплификации в ПЦР геномной ДНК свобод-
ноживущих нематод (рабдитид), и, во-вторых, 
получено экспоненциальное увеличение ко-
личества целевого продукта – ДНК трихо-
стронгилид.

Для проведения второго этапа «вложен-
ной» ПЦР нами были использованы прайме-
ры Pn3–Pn4, дизайн которых был разработан 
A. Silvestre, J. F. Humbert [24] на основании 

результатов биоинформационного анализа. 
Олигонуклеотидные структуры праймеров 
(Pn3 и Pn4) были гомологичны определённым 
фрагментам последовательностей ДНК H. 
contortus, T. colubriformis и T. circumcincta: 

Pn3 – F 5’ GGA ACA ATG GAC TCT GTT CG 3’
Pn4 – R 5’ GGG AAT CGA AGG CAG GTC GT 3’

В качестве матрицы для проведения «вло-
женной» ПЦР с праймерами Pn3–Pn4 исполь-
зовали амплифицированные фрагменты ДНК, 
полученные ранее в изотермической реакции с 
праймерами Pn1–Pn2. В результате были полу-
чены амплификоны размером 820 н.п., содержа-
щие фрагменты ДНК представителей трех наи-
более патогенных и часто встречающихся видов 
сем. Trichostrongylidae (рис., треки № 1, 3, 5). 

Рис. Паттерны рестрикции, полученные для трех видов  
семейства Trichostrongylidae:

треки № 1, 3, 5 – последовательности амплифицированных фрагментов  
Pn3-Pn4 (820 п.н.) видов H. contortus, T. circumcincta и T. colubriformis, соответственно;  

трек № 2 – H. contortus – 440, 190 и 140 п.н.; трек № 4 – T. circumcincta – 284, 189  
и 182 п.н.; трек № 6 – T. colubriformis – 390, 180 и 100 п.н.

[Fig. Restriction patterns obtained for three species of the Trichostrongylidae family:

tracks 1, 3, 5 – sequences of amplified fragments Pn3-Pn4 (820 bp) of the species  
H. contortus, T. circumcincta and T. colubriformis respectively; track 2 – H. contortus – 

440, 190 and 140 bp; track 4 – T. circumcincta – 284, 189 and 182 bp; track 6 –  
T. colubriformis – 390, 180 and 100 bp]

Анализ рестрикционной карты после-
довательности Pn3–Pn4 показал, что для 
идентификации каждого из трех видов три-
хостронгилид оптимальным ферментом, обе-
спечивающим специфический профиль ре-
стрикции, является эндонуклеаза RsaI [21]. 

Анализ молекулярной массы полученных в 
результате расщепления ампликонов ДНК эн-

донуклеазой RsaI проводили с использованием 
метода электрофореза в 2,5%-ном агарозном 
геле (рис.). Размеры ресрикционных фрагмен-
тов ДНК H. contortus приведены на треке № 2, 
молекулярная масса которых составила 440, 
190 и 140 н.п. На треке № 4 приведены рестрик-
ционные фрагменты размерами 284, 189 и 182 
н.п., характерные для генотипа нематод, при-
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надлежащих к виду T. circumcincta. Фрагменты 
размерами 390, 180 и 100 н.п., приведенные на 
треке № 6, подтверждают принадлежность ис-
следуемого объекта к виду T. colubriformis. 

Полученные размеры рестрикционных 
фрагментов соотносили с ранее проведённой 
по морфологическим критериям таксономи-
ческой идентификацией единичных личи-
ночных стадий исследуемых гельминтов: H. 
contortus, T. colubriformis, T. circumcincta. 

Необходимо отметить, что полное совпа-
дение результатов таксономической иденти-
фикации личинок трихостронгилид двумя 
методами: морфологическим (световой ми-
кроскопии) и молекулярным (ПЦР-ПДРФ) 
было получено менее чем в 60% случаев. 

На наличие аналогичной проблемы при 
определении родовой/видовой принадлеж-
ности личинок стронгилят указывали многие 
зарубежные исследователи [15, 21, 26, 27]. В 
частности, размер личинки и длина каудаль-
ного отдела STE могут меняться в зависимо-
сти от количества влаги в культуральной сре-
де [22]. Кроме того, отмечено, что у недавно 
развившихся из яиц личинок форма кишеч-
ных клеток меняется, что осложняет их мор-
фологическую идентификацию. 

Отмечены сложности дифференциаль-
ной таксономической идентификации сме-
шанной культуры личинок Teladorsagia spp. 
и Trichostrongylus spp., в связи с перекрываю-
щимися морфометрическими показателями у 
представителей вышеуказанных родов трихо-
стронгилид [18, 19, 26]. 

Заключение
Точная видовая идентификация парази-

тических нематод у сельскохозяйственных 
жвачных животных важна для диагностики 
инвазии в ветеринарной паразитологии, по-
пуляционных эпизоотических исследований, 
изучения эпидемиологии паразитов и разра-
ботке мер борьбы с гельминтозами. Для уточ-
нения полученных ранее результатов таксоно-
мической идентификации состава популяции 
паразитических нематод по морфологическим 
критериям желательно проводить молекуляр-
но-генетические исследования, в том числе и 
методом «вложенной» ПЦР-ПДРФ. Данный 
метод предоставляет возможность опреде-
лять видовую принадлежность представите-
лей сем. Trichostrongylidae на любой стадии 

жизненного цикла гельминта, что не всегда 
возможно при изучении морфологии методом 
световой микроскопии. 

Данные о видовой принадлежности нематод 
лежат в основе исследований по выявлению 
восприимчивых и устойчивых аллелей генов к 
воздействию различных видов антигельминт-
ных препаратов у паразитических нематод [4, 
5, 8, 9, 12, 14, 16]. Возможность одновременной 
обработки большого числа образцов делает эту 
стратегию на основе «вложенной» ПЦР-ПДРФ, 
востребованной для проведения широких эпи-
зоотологических исследований фауны парази-
тических нематод сельскохозяйственных жи-
вотных на территории РФ. 
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