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© С. А. Беэр, С. А. Булат 

С помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) с применением универсальных 
праймеров исследован полиморфизм геномной ДНК разных фаз развития трематод. 
На примере мегаполиса Москвы и ряда районов Белоруссии по полиморфизму 
геномной ДНК продемонстрирована внутривидовая изменчивость Trichobilharzia ocel-
lata (cercaria) — возбудителя церкариоза человека. На модели экспериментально 
воспроизведенного цикла развития Opistorchis felineus выявлены существенные 
отличия (по ПЦР паттернам) геномной ДНК церкарий от других фаз развития этого 
вида трематод, что, в частности, может свидетельствовать о генетических перест-
ройках в геномной ДНК, происходящих на стадиях партенит. Это явление нуждается 
в дальнейшем изучении на других моделях. 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР), примененная в конце 80-х годов для 
исследования конкретных генетических локусов, оказалась в модифицированном виде 
(с использованием универсальных и случайных праймеров) пригодной для детального 
анализа геномов любых организмов (Булат и др., 1989; Булат, Мироненко, 1990; 
Булат и др., 1992а, 19926, 1992в; Булат, Мироненко, 1996; Welsh, McClelland, 1990; 
Williams е. а., 1990; Strelkova, Bulat, 1995). Была подтверждена эффективность ПЦР 
для генетической дифференциации гельминтов разных таксонов, а также географи-
ческих изолятов эхинококков (Романова, 1995; Романова и др., 1997; Семенова и 
др., 1995, 1996; Gottstein е. а., 1991; Scott, McManus, 1994). 

Вместе с тем почти нет работ, позволяющих оценивать с помощью ПЦР 
полиморфизм геномной ДНК трематод на видовом, а тем более на субвидовом и 
межфазовом (имеются в виду фазы развития в сложных жизненных циклах) уровнях. 
Исключение составляют исследования видовой и субвидовой изменчивости шистосом 
(Neto, 1993) и географических изолятов Schistosoma mansoni, проведенные в Африке 
и Центральной Америке (Pillay D., Pillay В., 1994). 

Между тем применение высокочувствительных молекулярно-генетических тестов 
для исследования разнообразия сосальщиков именно на субвидовом и межфазовом 
уровнях может дать, на наш взгляд, наиболее интересные и неожиданные результаты. 

В наши задачи входила оценка полиморфизма геномной ДНК методом ПЦР с 
применением универсальных праймеров (УП-ПЦР) (Булат и др., 1990), для харак-
теристики внутривидовых различий церкарий трематод Trichobilharzia ocellata 
(сем. Schistosomatidae) и различий фаз развития трематод на примере Opistorchis 
felineus (сем. Opisthorchidae) 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Материалом для настоящего исследования служили (в зависимости от конкретных 
задач) фазы развития двух вышеназванных видов трематод. 

213 



1. Для определения популяционных различий (по ПЦР паттернам) исследовались 
деркарии Т. ocellata, вышедшие из инвазированных моллюсков рода Lymnaea 
(L. auricularia, L. psilia psilia, L. ovata), собранных нами в 1995—1996 гг. в 
различных водоемах Москвы и ближнего Подмосковья, отстоящих друг от друга на 
разное расстояние: от 5 до 45 км. Общая ситуация по церкариозам в Москве (в 
том числе и в отношении моллюсков — промежуточных хозяев шистосоматид) была 
нами установлена ранее (Беэр, Герман, 1994; Беэр, 1996). 

Для определения экстенсивности инвазии Т. ocellata моллюсков из 4 условных 
групп водоемов: «северной» (Алтуфьевские пруды и водоем «Марк»), «северо-вос-
точной» (Путяевские пруды Сокольников), «восточной» (Терлецкие и Лебедянские 
пруды), «южной» (Битцевские пруды) было исследовано: 280 экз. L. auricularia, 
180 — L. ovata, 75 — L psilia psilia. В дальнейшем анализе фигурировали церкарии 
Т. ocellata, вышедшие из 8 инвазированных L. auricularia, 7 — L. ovata, 4 — 
L. psilia psilia. Каждая проба, подготовленная для исследования методом ПСР, 
содержала не менее 1000 (в большинстве проб — существенно больше) церкарий 
Т. ocellata, от моллюсков из каждой условной группы водоемов. 

2. Для установления различий (по ПЦР паттернам) церкарий Т. ocellata в 
зависимости от вида моллюска-хозяина (задача 1) и от разных экземпляров моллюс-
ков одного вида (задача 2), исследовались церкарии, выходящие из моллюсков 
перечисленных выше видов. Пробы отбирались в один и тот же сезон. Число 
церкарий в каждой из проб, исследованной методом ПЦР, было таким же, как и 
в предыдущем варианте, т. е. не менее 1000. 

3. Для установления различий (по ПЦР паттернам) между церкариями Т. ocellata, 
выходящими из инвазированных L. ovata в течение определенного промежутка 
времени, исследовались церкарии, отбиравшиеся с интервалом в 6 сут. Объем проб 
соответствовал предыдущим вариантам. 

4. Для установления различий (по ПЦР паттернам) между церкариями, из разных 
генераций моллюсков при их «прошлогоднем» и «новом» (летом следующего года) 
заражениях исследовались церкарии Т. ocellata, полученные в сентябре 1995, в мае 
1996 («старое заражение») и в сентябре 1996 гг.(«новое» заражение). 

5. Для установления различий (по ПЦР паттернам) между церкариями из геог-
рафически удаленных популяций Т. ocellata исследовались церкарии, вышедшие из 
инвазированных L. auricularia и L. ovata, собранных нами в литоральной зоне 
оз. Нарочь (Республика Беларусь) (Беэр и др., 1995). 

6. Для установления различий (по ПЦР паттернам) между фазами развития 
О. felineus исследовались мирацидии, церкарии, метацеркарии, мариты. Исследование 
генотипических различий трематод в различных фазах развития проводили на модели 
экспериментально воспроизведенного жизненного цикла О. felineus. Источником 
различных исследуемых фаз развития паразита служили экспериментально заражен-
ные 2-летние моллюски Codiella troscheli. 

Заражение проводили 15 мирацидиями, вышедшими из яиц от марит О. felineus, 
полученными из экспериментально зараженных золотистых хомяков. Методика 
экспериментального заражения моллюсков была разработана нами ранее (Герман, 
Беэр, 1986; Беэр, Герман, 1987). Церкарии О. felineus были получены от экспери-
ментально зараженных моллюсков; церкариями заражались рыбы — верховки и 
полученными метацеркариями — золотистые хомяки, от которых затем исследова-
лись мариты. Таким образом, при исследовании фаз развития паразита мы имели 
материал для ПЦР анализа от двух линий: «стартовые» мирацидии — первая линия, 
церкарии, метацеркарии, мариты — вторая линия. 

Генотипирование биологического материала проводилось методом электрофоре-
тического разделения продуктов амплификации, полученных в УП-ПЦР (Булат и 
др., 1989, 1990, 1992а) с использованием универсальных праймеров: 

L45 (17 тег): 5' — GTAAAACGACGGCCAGT 
(Мокроусов, Булат, 1992; праймер идентичен праймеру № 5 — Романова, 1995); 
АА2 М2 (16 тег): 5' — GAGCGACCCAGAGCGG — 3' 
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(Lubeck P. S. e. a., 1996, личное сообщение). 
Получение клеточных лизатов биологического материала, а также амплификацию 

геномной ДНК осуществляли по описанной методике (Булат и др., 19926). Агарозный 
гель-электрофорез проводили по Сэмбрук и др. (Sambrook е. а., 1989). Окрашенные 
бромистым этидием гели фотографировали в УФ-свете. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Церкарии Т. ocellata, полученные от инвазированных моллюсков рода Lymnaea 
(L. auricularia, L. ovata, L. psilia psilia), из водоемов Москвы, отстоящих друг от 
друга на расстояние 10—40 км, различаются ПЦР паттернами. 

По различиям в геномной ДНК исследуемой фазы развития Т. ocellata можно 
выделить три территориальные группы внутривидовой изменчивости: 1 — Терлецкие 
и Битцевские водоемы (рис. 1, паттерны 1, 5); 2 — Путяевские каскадные сооб-
щающиеся пруды Сокольников (рис. 1, паттерн 2); 3 — близко расположенные 
Алтуфьевские пруды и водоем «Марк» (рис. 1, паттерны 4 и 5). 

Терлецкие и Битцевские водоемы отстоят друг от друга на расстоянии около 
22 км, однако было установлено (Авилова и др., 1994), что один из миграционных 
потоков московской городской популяции кряквы (Anas platyrhynchos) — облигат-
ного и основного в Московском регионе дефинитивного хозяина шистосоматид, 
проходит из Перово (система Терлецких прудов) в юго-восточную часть Москвы 
(Борисовские и Царицынские пруды, расположенные всего в 3—4 км от Битцевского 
лесопарка). 

Таким образом, наблюдаемое сходство церкарий Т. ocellata «терлецко-битцев-
ской» группы и ее отличия по профилям амплифицированной в УП-ПЦР ге-
номной ДНК церкарий паразитов от двух других групп — «путяевской» и «ал-
туфьевской» — может свидетельствовать, с одной стороны, о популяционном 
сходстве шистосоматид, паразитирующих на стадии мариты в одной «городской, 
замкнутой, развивающейся и существующей по типу островной» (Авилова и др., 
1994, с. 61) популяции кряквы, а с другой стороны, — о внутрипопуляционных 
различиях паразитов из разных субпопуляций специфических окончательных и 
промежуточных хозяев. 

По всей видимости, выявляемое генетическое разнообразие в группировках 
Т. ocellata Московского региона (наши исследования показали, по-видимому, лишь 
малую его долю) сформировалось в генофонде некой, назовем ее условно «москов-
ской», популяции паразита в последние 25—30 лет. Именно в этот период в 
Московском регионе вследствие «запуска» программы «Кряква» резко (в десятки 
раз) увеличивается численность уток и начинают формироваться внутрипопуляцион-
ные группировки птиц. Вследствие интенсивного загрязнения и зарастания внутрен-
них водоемов при одновременном снижении эффективности санитарного контроля 
за их состоянием увеличивается численность легочных моллюсков. 

Церкарии Т. ocellata далеко отстоящих географических изолятов — «московс-
кого» и «нарочанского» (оз. Нарочь, Белоруссия) — различаются по ПЦР паттернам 
в большей степени, нежели «внутримосковские» группировки; отчетливые различия 
в структуре геномной ДНК выявляются обоими праймерами (рис. 1, А, Б — 
паттерны 2, 6). 

На основании исследования диапазона различий в геномной ДНК церкарий 
Т. ocellata (в «московской» и «нарочанской» группах) их можно с полным основа-
нием считать представителями разобщенных популяций. 

Заметим, что, по-видимому, мы не вправе судить о популяционных различиях 
геномной ДНК Т. ocellata в целом, только лишь на основании генетической 
изменчивости, выявляемой в «составной части» популяций, т. е. в гемипопуляциях 
церкарий. Более того, учитывая генетическую изменчивость партенит (о которой мы 
судим по геномной ДНК церкарий), мы можем характеризовать популяционные 
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