
388

Russian Journal of Parasitology / Российский паразитологический журнал

BIOCHEMISTRY, BIOTECHNOLOGY AND DIAGNOSTICS

2024;18(4):388-397

Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0 License.
The content is available under Creative Commons Attribution 4.0 License.

Научная статья

УДК 616.995.121:597.552.51 

https://doi.org/10.31016/1998-8435-2024-18-4-388-397 

Идентификация плероцеркоидов Dibothriocephalus 
nihonkaiensis из осенней кеты Oncorhynchus keta  
бассейна реки Амур по молекулярным данным

Драгомерецкая Анна Геннадьевна 1, Москвина Юлия Ивановна 2,  
Котова Валерия Олеговна 3, Бутакова Людмила Васильевна 4, Гаер Светлана Игоревна 5, 

Троценко Ольга Евгеньевна 6, Подорожнюк Елена Владимировна 7 

 1-6 ФБУН Хабаровский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии Роспотребнадзора,  
Хабаровск, Россия
 7 Хабаровский филиал ГНЦ РФ ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт рыбного хозяйства  
и океанографии», Хабаровск, Россия
 1 poi_hniiem@bk.ru, https://orcid.org/0000-0003-1829-1849 
 2 poi_hniiem@bk.ru, https://orcid.org/0009-0009-6295-8162 
 3 dvaids@mail.ru, https://orcid.org/0000-0001-9824-7025
 4 evi.khv@mail.ru, https://orcid.org/0000-0002-7238-3691 
 5 poi_hniiem@bk.ru, https://orcid.org/0000-0001-8009-4956 
 6 adm@hniiem.ru, https://orcid.org/0000-0003-3050-4472 
 7 podorozhnyuk@khabarovsk.vniro.ru, https://orcid.org/0000-0001-9545-6796

Аннотация

Цель исследования – определение видовой принадлежности плероцеркоидов Dibothriocephalus spp. из осенней 
кеты Oncorhynchus keta бассейна реки Амур на основании анализа фрагмента гена первой субъединицы цитохром 
с-оксидазы (COX1) митохондриальной ДНК.

Материалы и методы. Методом неполного гельминтологического исследования изучен 61 экз. кеты осен-
ней (Oncorhynchus keta), выловленной в р. Амур и её притоках. Из фрагментов обнаруженных плероцеркоидов 
Dibothriocephalus spp. выделяли ДНК; проводили амплификацию фрагмента гена, кодирующего первую субъедини-
цу цитохром с-оксидазы (COX1) митохондриальной ДНК D. nihonkaiensis. Продукты амплификации секвенировали по 
Сэнгеру. Полученные нуклеотидные последовательности анализировали в BLAST. 

Результаты и обсуждение. Плероцеркоиды типа F были обнаружены у 9 особей кеты осенней O. keta. Полученные 
методом секвенирования нуклеотидные последовательности фрагмента гена COX1 (579 п.о.) показали сходство на 
99,31–100 % по анализируемому участку с референсными последовательностями D. nihonkaiensis, зарегистрирован-
ными в GenBank. В результате проведённых исследований подтверждена инвазированность кеты осенней, вылов-
ленной в бассейне р. Амур на территории Хабаровского края, возбудителем дифиллоботриоза Dibothriocephalus 
nihonkaiensis.

Ключевые слова: дифиллоботриоз, Dibothriocephalus nihonkaiensis, плероцеркоид, тихоокеанские лососи, секвени-
рование, ген COX1
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Abstract

The purpose of the research is determination of the species belonging to the Dibothriocephalus spp. plerocercoids from 
the autumn chum salmon Oncorhynchus keta of the Amur River basin based on the analysis of a gene fragment of the first 
cytochrome c oxidase (COX1) subunit of mitochondrial DNA. 

Materials and methods. A total number of 61 salmon specimens (Oncorhynchus keta) caught in the Amur River and its 
tributaries were examined with helminthological analysis. DNA of Dibothriocephalus spp. was isolated from plerocercoids 
and afterwards amplified to detect mitochondrial COX1 partial gene of the D. nihonkaiensis. Products of amplification were 
sequenced via Sanger sequencing. Obtained nucleotide sequences were analyzed in BLAST.

Results and discussion. Type F plerocercoids were detected in nine specimens of O. keta. The sequenced fragments 
showed 99.31–100 % similarity with GenBank reference sequences of D. nihonkaiensis. The conducted research confirmed 
infestation with Dibothriocephalus nihonkaiensis (dyphyllobotriosis pathogen) of O. keta species caught in the Amur River in 
the territory of the Khabarovsk krai.
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Введение
Дифиллоботриоз – биогельминтоз c хро-

ническим течением, характеризующийся на-
рушением функций верхнего отдела пище-

варительного тракта, а при тяжёлом течении 
– развитием анемии. Заражение человека про-
исходит при употреблении необеззараженной 
рыбы, инвазированной личиночными стади-
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ями лентецов рода Dibothriocephalus (класс 
Cestoidea, отряд Pseudophyllidea, семейство 
Diphyllobothriidae) [5, 6, 10].  

Особое значение проблема дифиллоботри-
оза приобретает на Дальнем Востоке России. 
Шесть субъектов Дальневосточного феде-
рального округа (ДФО) – Чукотский автоном-
ный округ, Камчатский край, Сахалинская об-
ласть, Приморский край, Хабаровский край, 
Магаданская область – располагаются вдоль 
северо-западного побережья Тихого океана и 
его морей, где локализуются природные оча-
ги дифиллоботриоза, вызываемого возбуди-
телем Dibothriocephalus nihonkaiensis (Yamane, 
Kamo, Bylund et Wikgren, 1986). Источником 
инвазии служат тихоокеанские лососи (кета, 
горбуша и др.) – главный объект промысла 
Дальневосточного рыбохозяйственного бас-
сейна [6, 7, 24].  

Первое описание возбудителя было сде-
лано в 1937 г. Н. Л. Руткевич в результате из-
учения половозрелых особей и яиц гельминта 
от аборигенного населения о. Сахалин. Но-
вый вид лентеца был обозначен автором как 
Diphyllobothrium luxi (Rutkevich, 1937) [11]. 
Первое описание плероцеркоидов возбудите-
ля было сделано в 1970 г. П. Б. Гофманом-Ка-
дошниковым. Автор описал и обозначил как 
«тип F» новый тип личинок дифиллоботри-
ид, обнаруженных у кеты Oncorhynchus keta 
Walbaum, 1792 из рек полуострова Камчатка 
[3]. Позднее И. В. Муратов и П. С. Посохов 
(1988) описали морфологию плероцеркоидов 
от кеты и горбуши, выловленной в р. Амур, и 
половозрелых особей гельминта, предложив 
включить его в зоологическую номенклатуру 
как новый вид Diphyllobothrium klebanovskii 
(Muratov et Posochov, 1987) [7]. При этом, ав-
торы сделали вывод о том, что D. klebanovskii 
sp. n. и D. nihonkaiense, описанный Y. Yamane и 
соавт. (1986) на территории Японии, являются 
разными видами дифиллоботриид [7, 24].  

На основании сравнительного изучения 
морфологии лентецов разных популяций и ана-
лиза данных научной литературы А. С. Довгалев 
(1994) относил описанные виды D. klebanovskii и 
D. nihonkaiense к синонимам D. luxi и указывал 
на то, что, по правилам приоритета, возбудите-
ля дифиллоботриоза на Дальнем Востоке следу-
ет называть D. luxi [4].  

Ввиду того, что морфология стробил и яиц 
из-за внутривидовой изменчивости не может 

служить надёжным критерием при подтверж-
дении таксономического статуса дифиллобо-
триид и в связи с более ранним описанием D. 
nihonkaiense (без учёта описания D. luxi), в ми-
ровую научную литературу для обозначения 
дальневосточного лентеца, передающегося 
через проходных лососей, вошло название D. 
nihonkaiense. 

В 2009 г. на основании молекулярно-ге-
нетических исследований была показана 
идентичность D. nihonkaiense и D. klebanovskii 
[18]. В 2017 г. была восстановлена таксоно-
мическая валидность рода Dibothriocephalus 
в связи с проведением пересмотра структу-
ры семейства Diphyllobothriidae на основа-
нии молекулярно-генетических исследова-
ний. В результате в его состав вошли виды 
дифиллоботриид наземных млекопитаю-
щих и птиц, которые ранее относили к роду 
Diphyllobothrium [16, 27].  

Анализ данных научной литературы по-
казал, что на территории Дальнего Востока 
России видовая идентификация возбудите-
лей дифиллоботриоза, обнаруженных в про-
мысловых лососеобразных, до настоящего 
времени проводилась на основе определения 
морфологических признаков плероцеркоидов 
без подтверждения молекулярно-генетиче-
скими методами [1, 2, 8, 9, 12-15]. При этом, 
идентификация дифиллоботриид на разных 
стадиях развития, основывающаяся только на 
морфометрических показателях, может при-
водить к ошибочным результатам. Поэтому 
актуальным вопросом в эпидемиологическом 
надзоре за дифиллоботриозом является вне-
дрение в практику молекулярно-генетических 
методов исследований. 

Цель исследования – определение ви-
довой принадлежности плероцеркои-
дов Dibothriocephalus spp. из осенней кеты 
Oncorhynchus keta бассейна реки Амур на ос-
новании анализа фрагмента гена первой субъ-
единицы цитохром с-оксидазы (COX1) мито-
хондриальной ДНК.

Материалы и методы
В лаборатории паразитологии Хабаровско-

го научно-исследовательского института эпи-
демиологии и микробиологии Роспотребнад-
зора была исследована 61 особь кеты осенней 
(Oncorhynchus keta), отловленной в р. Амур и 
её притоках в период нерестовой миграции в 
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октябре-ноябре 2023 г. Отлов рыбы осущест-
вляли при участии сотрудников Хабаровского 
филиала ФГБНУ «Всероссийский научно-ис-
следовательский институт рыбного хозяйства 
и океанографии». 

Исследование рыбы проводили в соот-
ветствии с МУК 3.2.3804-22 «Методы сани-
тарно-паразитологической экспертизы рыбы, 
моллюсков, ракообразных, земноводных, пре-
смыкающихся и продуктов их переработки» при 
соблюдении режимов работы с инвазионным 
материалом, регламентированных СанПиН 
3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические 
требования по профилактике инфекционных 
болезней». Было получено 11 плероцеркоидов 
Dibothriocephalus spp. Плероцеркоидов сохраня-
ли в 70%-ном этиловом спирте.

Экстракцию ДНК из фрагментов плероцер-
коидов Dibothriocephalus spp. массой 1 г про-
водили с применением набора «РИБО-преп» 
(AmpliSens biotechnologies) в соответствии с 
инструкцией производителя (ФБУН «Цен-
тральный научно-исследовательский институт 
эпидемиологии» Роспотребнадзора, Москва). 
Реакционная смесь для амплификации состо-
яла из реагента ScreenMix-HS (ЗАО «Евроген», 
Москва), видоспецифических праймеров, пред-
ложенных в публикации [17, 18], позволяющих 
амплифицировать фрагмент гена, кодирующе-
го первую субъединицу цитохром с-оксидазы 
(COX1) митохондриальной ДНК (мтДНК) D. 
nihonkaiensis, и деионизированной воды. Прай-
меры были синтезированы в ООО «НПФ Син-
тол» (Москва) и представлены в таблице 1.

Таблица 1

Праймеры для получения фрагмента гена COX1 мтДНК D. nihonkaiensis
Table 1

Primers for obtaining a fragment of the COX1 gene mtDNA of D. nihonkaiensis

Название праймера Нуклеотидная последовательность

DbsN_F 5'-TTG ATC GTA AAT TTG GTT C-3'

DbsN_R 5'-AAA GAA CCT ATT GAA CAA AG-3'

Амплификацию нуклеиновых кислот 
проводили методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) на термоциклере «CFX 96» 
(«Bio-Rad», США). Оценку длины полу-
ченных ПЦР-продуктов осуществляли в 
1,7%-ном агарозном геле, окрашенном бро-
мидом этидия, с визуализацией в ультра-
фиолетовом свете на трансиллюминаторе 
«Vilber Lourmat» (Франция). Нуклеотидные 
последовательности фрагмента гена COX1 
получали методом секвенирования по Сэн-
геру на генетическом анализаторе Applied 
Biosystems 3500 с использованием реагентов 
BigDye Terminator v.3.1. Cycle Sequencing Kit 
(Thermo Fisher Scientific Inc., США). После-
довательности выравнивали в программе 
«BioEdit», затем анализировали с помощью 
онлайн-алгоритма «BLAST», сравнивая с ре-
ференсными последовательностями ДНК D. 
nihonkaiensis, депонированными в междуна-
родную базу данных GenBank. 

Результаты
В результате исследования у 9 особей кеты 

(14,8%, 95% ДИ: 10,26–19,34%) были обнару-
жены плероцеркоиды типа F. У 7 из них было 

обнаружено по 1 плероцеркоиду, у двух – по 
два. Все личинки были инкапсулированы (рис. 
1). Овальные капсулы белого цвета, размером 
от 4 × 6 мм до 6 × 9 мм были локализованы 
в дорсальной части тела между жировым и 
спинным плавниками рыб, имели плотную 
оболочку толщиной до 0,8 мм. 

Рис. 1. Инкапсулированный плероцеркоид  
D. nihonkaiensis в дорсальной мускулатуре O. keta  

(Ю. И. Москвина, 2023)

Fig. 1. Encapsulated plerocercoid of D. nihonkaiensis  
in the dorsal musculature of O. keta  

(Yu. I. Moskvina, 2023)

2024;18(4):388-397
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Внутри капсул располагались плероцерко-
иды белого цвета, на поверхности тела кото-
рых были хорошо заметны складки; сколекс с 
двумя щелевидными ботриями был инваги-
нирован. Длина плероцеркоидов, изъятых из 
капсул, составила от 11 мм в сокращённом до 
35 мм в расслабленном состоянии. 

Полученные методом секвенирования ну-
клеотидные последовательности фрагмен-
та гена COX1 (579 п.о.) показали сходство 
на 99,31–100% по анализируемому участку 

с референсными последовательностями D. 
nihonkaiensis, зарегистрированными в GenBank 
(номера EF420138; NC009463). 11 нуклеотид-
ных последовательностей фрагмента гена 
COX1 D. nihonkaiensis были загружены в На-
циональную базу данных геномных последова-
тельностей VGARus (Virus Genome Aggregator 
of Russia) под номерами hnii006146–hnii006156 
и международную базу GenBank под номерами 
PP506455–PP506465. Расшифровка результатов 
по пробам приведена в таблице 2.

Таблица 2

Сравнение нуклеотидных последовательностей фрагмента гена COX1, полученных из плероцеркоидов 
Dibothriocephalus sp., с референсными последовательностями

Table 2

Comparison of nucleotide sequences of the COX1 gene fragment obtained from the plerocercoids  
Dibothriocephalus sp. with reference sequences

№
 п

ро
бы

Район вылова

Ви
д 

во
зб

уд
ит

ел
я Сходство с референсными  

последовательностями гена COX1  
по анализируемому участку генома, %

VGARus id Номера 
GenBank

EF420138  
(13607 bp)

NC009463  
(13747 bp)

1. Амурская протока, г. Хабаровск

D
ib

ot
hr

io
ce

ph
al

us
 n

ih
on

ka
ie

ns
is

99,82 99,64 hnii006146 PP506455

2. Амурская протока, г. Хабаровск 99,83 99,31 hnii006147 PP506456

3. р. Амур, с. Дада 100 99,48 hnii006148 PP506457

4. р. Амур, п. Славянка 99,84 99,37 hnii006149 PP506458

5. р. Амур, п. Славянка 100 99,48 hnii006150 PP506459

6. р. Тунгуска 100 99,48 hnii006151 PP506460

7. р. Тунгуска 100 99,48 hnii006152 PP506461

8. р. Тунгуска 99,65 99,48 hnii006153 PP506462

9. р. Тунгуска 100 99,53 hnii006154 PP506463

10. р. Тунгуска 100 99,48 hnii006155 PP506464

11. р. Тунгуска 99,83 99,31 hnii006156 PP506465

Обсуждение
Видовая идентификация плероцеркоидов 

дифиллоботриид по морфологическим при-
знакам предполагает отнесение изучаемого 
объекта к определённому типу (A-G) на ос-
новании оценки группы признаков: наличие 
капсул, наличие ворсинок на сколексе/теле, 
толщина кутикулы, характеристика субку-
тикулярного пространства и другие. Важ-
но отметить, что плероцеркоиды типа F (D. 
nihonkaiensis) имеют морфологическое сход-
ство с плероцеркоидами типа A (D. latus), ко-
торые обнаруживают практически в любой 
части тела рыбы и, как правило, не имеют кап-
сул [7, 24].  

В доступной научной литературе имеют-
ся сведения об инвазированности дифил-
лоботриидами тихоокеанских лососей на 
Дальнем Востоке России, где видовая иден-
тификация возбудителей была проведена на 
основании изучения морфологических при-
знаков и определения типа плероцеркоидов 
[1, 2, 8-9, 12-15]. Необходимо отметить, что 
некоторые авторы не относили обнаружен-
ных плероцеркоидов к какому-либо типу и 
публикации содержат сведения об инвази-
рованности кеты, горбуши и других видов 
лососеобразных Diphyllobothrium sp. [2, 13].  
Ряд публикаций содержит сведения об обна-
ружении D. klebanovskii/D. luxi [1, 9, 12]. При 
этом, у кеты, горбуши, кижуча (O. kisutch), 
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мальмы (Salvelinus malma), гольцов (Salvelinus 
levanidovi) также был обнаружен D. dendriticus 
[1, 9, 12].

Видовая идентификация на основании изу-
чения морфологии плероцеркоидов представ-
ляет собой сложный и трудоёмкий процесс, 
который во многом зависит от практическо-
го опыта исследователя, поэтому её результат 
может характеризоваться определённой субъ-
ективностью.

Важно отметить, что видовая идентифи-
кация плероцеркоидов Dibothriocephalus spp. 
возможна только при исследовании свежей 
рыбы, которая не подвергалась заморажи-
ванию и другим видам обработки. Во всех 
остальных случаях определение вида возбу-
дителя на основании изучения морфологи-
ческих признаков плероцеркоидов затруд-
нительно или невозможно. В то же время, 
санитарно-паразитологическая экспертиза 
рыбы и продуктов её переработки подраз-
умевает исследование рыбы в замороженном, 
солёном виде и других вариантах обработки. 
Таким образом, метод ПЦР в вышеперечис-
ленных случаях является единственным спо-
собом видовой идентификации возбудителей 
дифиллоботриоза и может применяться для 
плероцеркоидов, имеющих механические или 
термические повреждения.

Известно, что ген COX1 мтДНК представ-
ляет собой наиболее подходящий ген для 
видовой идентификации плероцеркоидов и 
взрослых особей Dibothriocephalus sp. Об этом 
свидетельствуют результаты исследований, 
проведённых в разные годы в Японии, Корее, 
Китае, Северной Америке, Европе [17-21, 23, 
25, 26]. 

В настоящем исследовании нами также 
были получены нуклеотидные последователь-
ности фрагмента гена COX1 мтДНК, имеющие 
высокий процент сходства с референсными 
из GenBank (99,31–100%), что позволило под-
твердить видовую принадлежность возбуди-
теля дифиллоботриоза, обнаруживаемого в 
кете осенней O. keta в период нерестовой ми-
грации в реках Амурского бассейна.

Заключение
В результате проведённых исследований у 

кеты осенней O. keta, выловленной в бассей-
не р. Амур на территории Хабаровского края, 
на основании анализа фрагмента гена первой 

субъединицы цитохром с-оксидазы мито-
хондриальной ДНК подтверждена инвази-
рованность возбудителем дифиллоботриоза 
Dibothriocephalus nihonkaiensis. Показано, что 
молекулярно-генетические методы исследо-
ваний могут применяться для видовой иден-
тификации плероцеркоидов дифиллоботриид 
в тех случаях, когда оценка морфологических 
признаков затруднительна. 

Таким образом, использование молекуляр-
но-генетических методов исследования при 
проведении санитарно-паразитологической 
экспертизы рыбы и продуктов её переработки 
позволит оптимизировать профилактические 
мероприятия в рамках эпидемиологического 
надзора за дифиллоботриозом. 

Актуальным в настоящее время является 
вопрос подбора оптимальных для широкого 
круга пользователей алгоритмов молекуляр-
но-генетического исследования возбудителей, 
их стандартизация и последующая разработка 
диагностического набора.
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