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БИОЛОГИЧЕСКИЕ НАУКИ

А.О. Уманец, аспирант, Приморская ГСХА

Определение видовой принадлежности близ-

кородственных видов паразитов, основываясь 

только на их морфологических признаках, весьма 

затруднительная задача, так как взрослые особи и 

личинки нематод разных видов, но одного рода 

практически лишены ярких межвидовых морфо-

логических отличий [1]. В таких случаях одним 

из вариантов решения проблемы детерминации 

вида является поллимеразная цепная реакция 

(ПЦР). Данную технику успешно используют при 

решении таксономических вопросов для многих 

видов паразитических червей, включая цестод [2], 

трематод [3] и нематод [4].

Исследователями было разработано множество 

видоспецифичных праймеров для таксономиче-

ского определения паразитов. Однако в связи с 

исключительным биоразнообразием паразити-

ческих червей не для всех видов были найдены 
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специфические праймеры и адаптированы методы 

ПЦР-диагностики.

Цель данного исследования – возможность ви-

довой детерминации Toxocara tanuki методом ПЦР 

с использованием шести пар праймеров.

Материалы и методы. Взрослые особи T. tanuki 

были извлечены из тонкого отдела кишечника 

при вскрытии енотовидной собаки (Nyctereutes 

procyonoides). Исследования проводили на базе 

Национального университета Чонбук, Республика 

Корея (Chonbuk National University).

Паразиты были промыты в физиологическом 

растворе и заморожены при температуре -80°С для 

дальнейшего исследования. ДНК извлекалась из 

фрагментов нематод длиной 1–2 мм от четырёх 

разных особей. Для этой цели использовался 

«GeneAll ExgeneTM Tissue SV min kit» по протоколу 

«Rodent Tail».

Для осуществления ПЦР были использованы 

амплификатор «TaKaRa PCR Thermo Cycler» и 

набор реактивов «2X Master Mix».

Последовательность праймеров, выбранных 

нами, их видоспецифичность, размер ожидаемых 

продуктов реакции и разработчики праймеров 

указаны в таблице. Все шесть пар праймеров 

таргетированы на участки митохондриальной 

ДНК. Параметры амплификации для каждого 

сета реакций были установлены в соответствии с 

авторскими указаниями. В качестве негативного 

контроля использовалась ДНК нематод (Trichinella 

spiralis; T. nativa; Ascuris suum; T. cati) и дистилли-

рованная вода.

Визуализацию результатов проводили в 2-про-

центном агаровом геле. В качестве окрашивающего 

элемента использовали Save view classic, который до-

бавляли непосредственно в TAE буферный раствор 

при электрофорезе. Электрофорез осуществляли в 

течение 40–45 мин. при 110В и 20А. Для получения 

фотографий ПЦР-продуктов использовали Digital 

image system при максимальных настройках яркости 

ультрафиолетовой подсветки.

Результаты исследований. При использовании 

пар праймеров № 2, 3, 4, 6, разработанных для 

видовой идентификации T. сati, B. transfuga и

B. procyonis, были получены отрицательные ре-

зультаты. После электрофореза и визуализации 

в агаровом геле не было обнаружено видимых 

ПЦР-продуктов.

При использовании сета праймеров № 6 для 

T. canis были получены множественные ПЦР-

продукты длиной от 380 пар нуклеотидов (пн) 

до 900. Наибольшее количество амплификантов 

(наиболее яркие скопления) было размером 380 

и 500 пн (рис. 1).

Праймеры, предложенные S. Dangoudoubiyam 

[5] для идентификации B. procyonis и B. columnaris 

(сет №1), стабильно позволяли получить ПЦР-

продукты размером 146 пн. (рис. 2).

Сеты праймеров № 2, 3, 4, 6 показали от-

рицательные результаты со всеми образцами

T. tanuki, поэтому они могут быть применены для 

исследования методом исключения.

Разработанный для T. canis сет праймеров № 6

не подходит для детерминации T. tanuki. В ори-

гинальном исследовании D.E. Jacobs [8] данная 

пара праймеров при реакции с ДНК T. canis да-

вала ПЦР-продукты размером только 380 пн. Наш 

опыт показал, что при использовании данного 

сета с ДНК T. tanuki образуются множественные 

продукты разного размера. Такие результаты, веро-

ятно, вызваны неспецифическими связываниями 

праймеров. Причиной этого явления может быть 

несоответствие протокола реакции имеющимся 

кондициям или наличие в матричной ДНК мно-

жественных участков, схожих с тагретными [9]. 

Полученные продукты величиной 380 пн говорят 

о наличии участка ДНК T. tanuki, схожего с тако-

вым у T. cati, что может быть связано с близким 

родством этих паразитов и наличием генетических 

вариаций внутри вида [10].

Опыт применения пары праймеров № 1 показал 

возможность использовать её как дифференциаль-

ную для T. tanuki. В оригинальном исследовании 

в качестве негативного контроля использовались 

образцы ДНК T. canis и T.cati, что свидетельствует 

о том, что только T. tanuki имеет сходный таргет-
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Праймеры, выбранные для исследования

Номер
пары Использованные праймеры Спецификации

праймеров
Размер

ПЦР-продуктов Автор

1 F: 5’-TGAGTTTAGTGATATTCCTGGA-3’
R: 5’-CAGAAGTAATACAAAACCGGAT-3’

B. procyonis
B. columnaris

146 пн S. Dangoudoubiyam et
al. [5]

2 F: 5’-GAGAACTGGCGGGG-3’
R: 5’-CTCACACTGACTTACACACC-3’

B. procyonis

200 пн
и

548 пн Yue Xie et al. [6]
3 F: 5’-TCCTTAGTAATGAGTATTGCGT- 3’

R: 5’-TATAACGACATTTGAAAAACACC-3’

4 F: 5’-TTATGAATTTTCAACATGGC-3’
R: 5’-GTTAGATGCTTAAATTCAGC-3’ B. transfuga 301 пн De Ambrogi et al. [7]

5 F: 5’-AGTATGATGGGCGCGCCAAT-3’
R: 5’-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’ T. canis 380 пн

D.E. Jacobs et al. [8]
6 F: 5’-GGAGAAGTAAGATCGTGGCACGCGT-3’

R: 5’-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’ T. cati 370 пн
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Pис. 1 – Электрофореграмма ПЦР-продуктов, по-
лученных при использовании праймеров 
для T. canis:

  1 – негативный контроль (DDW); 2–5 образцы 
ДНК T. tanuki; 6 – образец ДНК T. cati; 7 – об-
разец ДНК A. Suus

ный регион с B. procionis и B. columnaris и может 

быть детерминирована среди наиболее похожих 

представителей рода Toxocara. С другой стороны, 

род Porcionis, для которого этот сет был разработан, 

имеет хорошо выраженные морфологические от-

личия, что позволяет дифференцировать взрослых 

особей этих двух родов без применения молеку-

лярной техники.

В результате исследования нами был сделан вы-

вод о том, что пара праймеров № 1, предложенная 

S. Dangoudoubiyam, подходит для видовой детерми-

нации взрослых паразитов T. tanuki, несмотря на 

то что была разработана для определения другого 

вида. Остальные же праймеры, кроме пары № 6, 

могут быть использованы для исключения близких 

в морфологическом плане паразитов. 
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Pис. 2 – Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полу-
ченных при использовании праймеров для B. 
pocyonis:

  1 – негативный контроль (DDW); 2 – образец ДНК
T. spiralis; 3 – образец ДНК T. nativa; 4–7 – образцы 
ДНК T. tanuki
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