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Аннотация 
В статье приведены результаты исследования трех основных маркерных 
генов Internal transcribed spacer 1 (ITS1), Internal transcribed spacer 2 (ITS2) и 
Cytochrome oxidase (СОХ1), которые используются для молекулярно-
генетической идентификации и филогенетического анализа основных 
возбудителей описторхозной инфекции. Показана особенность метода 
выделения ДНК из метацеркарий и половозрелых форм марит, а также 
приведены параметры постановки ПЦР анализа для трех пар праймеров.   
Проведено секвенирование трех маркерных генов двух видов Opisthorchis 
felineus и Metorchis bilis, выделенных на территории Республики Казахстан. 
Полученные нуклеотидные последовательности были депонированы в 
международной базе данных GenBank. На основе полученных 
последовательностей были построены филогенетические деревья 
близкородственных организмов семейства Opisthorchiidae и показаны 
генетические особенности изученных видов.  
 Ключевые слова: описторхоз, меторхоз, метацеркария, марита, 
диагностика, маркерный ген, секвенирование, филогенетическое дерево, 
праймер.  

 
Введение 
Описторхоз – это гепатобилиарное заболевание, вызываемое 
сосальщиками семейства 

Opisthorchiidae. Семейство 
занимает 8 место из 24 групп или 
видов, классифицированных как 
самые опасные паразиты людей и 
животных [1]. Описторхиды 
включают 33 рода и делятся на 13 
подсемейств [2]. В цикле развития 

участвуют два промежуточных 
(моллюски рода Bithynia и рыбы 
сем. Cyprinidae) и один 
дефинитивный хозяин (амфибии, 
реплилии, птицы, плотоядные 
млекопитающие, а также человек) 
[3]. Заражение дефинитивных 
хозяев происходит при 
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употреблении в пищу сырой, 
малосоленой, вяленой, 
недостаточно термически 
обработанной рыбы, содержащей 
метацеркарии возбудителя, а также 
при несоблюдении норм 
обеззараживания рыбной 
продукции [4]. 

Длительная описторхозная 
инвазия вызывает иммунные 
нарушения в организме, 
способствует формированию 
желчнокаменных болезней и 
холангиокарциномы [5]. 
Паразитируя в печени, желчных 
протоках, желчном пузыре и 
поджелудочной железе, наносит 
значительный вред всему 
организму в целом. 
Международным агентством по 
изучению рака Оpisthorchis viverrini 
и Сlonorchis sinensis 
классифицированы как канцероген 
I степени [6]. 

Согласно разным источникам 
до 40 миллионов человек в 
настоящее время инфицированы 
печеночными сосальщиками и до 
600-750 миллионов человек в 
евразийских странах составляют 
группу риска. Эти печеночные 
трематоды вызывают проблемы 
общественного здравоохранения в 
Российской Федерации, Украине, 
Белоруссии и Казахстане [7]. Обь-
Иртышcкий бассейн является 
очагом заражения описторхоза [8], 
поэтому описторхоз является 
широко распространенным на 
территории РК. 

В Казахстане за период с 
2002-2009 гг. уровень 
заболеваемости людей 
описторхозом колебался в пределах 
от 17,01 тыс. человек (2002 г.) до 

8,5 тыс. человек (2009 г.) на 100 
тыс. населения. В период с 2009 по 
2014 гг. среди населения в целом 
было зарегистрировано 6708 
случаев заболеваемости 
хроническим описторхозом. При 
анализе динамики заболеваемости 
описторхозом населения РК за 
2009-2014 гг. в целом установлено 
сохранение стабильного уровня 
заболеваемости в пределах 5,03 - 
6,2 тыс. человек на 100 тыс. 
населения [9]. В 2015 году в 
республике зарегистрирован рост 
заболеваемости описторхозом на 
4%, показатель при этом составил 
5,8 тыс. человек на 100 тыс. 
населения [10]. В 2016 году этот 
показатель снизился на 23%, что 
составило 961 случай на 100 тыс. 
населения;  в 2017 году был 
зарегистрирован 954 случай (-
10,7%) [11]. С января по апрель 
2018 года, в сравнении с 
аналогичным периодом 2017 года, 
достигнуто снижение 
заболеваемости описторхозом на 
7,22% [12]. 

В настоящее время 
существует два основных метода, 
используемые для диагностики 
описторхоза у людей и животных-
хозяевов – паразитологические и 
иммунологические. Обнаружение 
яиц в фекалиях при 
микроскопическом исследовании 
считается золотым стандартом для 
диагностики описторхоза. 
Недостатком копрологической 
диагностики является то, что 
сосальщики могут быть легко 
пропущены при очень небольшом 
числе яиц при низких уровнях 
заражения или из-за периодов 
низкой яйценоскости паразитов. В 



это время на первое место в 
диагностике выходят методы 
иммунологической диагностики 
[13]. Однако иммунологические 
методы менее эффективны для 
дифференциации возбудителя из-за 
однородности антигенных белков. 

Развитие молекулярно-
генетических методов анализа 
генома позволило использовать 
молекулярные маркеры при 
диагностике описторхоза. 
Существует три области ДНК, 
которые обычно используются в 
качестве генетических маркеров в 
филогенетическом исследовании 
метазоа: область ядерного 
кодирования, рибосомальная 
ядерная ДНК и гены в геномах 
митохондрий [14]. Наиболее 
используемыми молекулярными 
маркерами для филогенетических 
целей являются рибосомальные 
ядерные гены. Они сгруппированы 
в двух областях: большая 
субъединица рибосомальной 
ядерной ДНK (lsrDNA), которая 
содержит молекулярные маркеры 
28S, 5.8S и полный фрагмент, и 
малая субъединица рибосомальной 
ядерной ДНK (ssrDNA), которая 
содержит молекулярные маркеры 
18S и полный фрагмент. 
Рибосомальный ядерный ген 5.8S 
обычно используется с маркерами 
ІTS1 и ІTS2, которые вместе 
образуют полную область 
транскрибируемого внутреннего 
спейсера. Этот регион 
использовался для изучения границ 
видов, по меньшей мере, в 19 
семьях дигенетических 
сосальщиков. Ген 5.8S рРНK имеет 
уровни сохранения генов, 
аналогичные гену 18Sр РНK [15]. 

Внутренний Internal 
transcribed spacer 1 (ІTS1) позволил 
характеризовать дигенетических 
сосальщиков на разных 
таксономических уровнях. Большая 
часть изменений в этой области 
обусловлена наличием тандемно 
повторяющихся элементов, 
расположенных на 5' конце 
спейсера. Участок ІTS1 рДНK 
трематод (в том числе 
представителей семейства 
Opisthorchiidae) более 
вариабельный, и его можно 
использовать для описания 
внутривидовой изменчивости. 
Внутренний Internal transcribed 
spacer 2 (ІTS2) как правило, 
считается содержащим меньше 
переменных сайтов, чем ІTS1. Он 
очень изменчив по длине как 
внутри, так и между семействами и 
известен своей относительно 
высокой сохранностью 
последовательности на уровне 
видов. Доступность является 
преимуществом при выборе 
маркеров ITS, поскольку 
фрагменты близки к 
консервативным генам. 
Следовательно, дизайн праймеров 
для амплификации области 
становится легким [16]. 

В научных исследованиях 
используется не только 
нуклеотидные последовательности 
рибосомальных ядерных ДНK, но и 
митoхондриальные гены. 
Цитохромоксидаза представляет 
собой сложный ферментативный 
комплекс оксидных редуктаз, 
включающая тринадцать 
различных субъединиц 
полипептида, три из которых 
выполняют основные 



биологические функции 
цитохромоксидазы и кодируются 
тремя митoхондриальными генами 
(COХ1, COХ2 и COХ3) [17]. COХ1 
является наиболее часто 
используемым митoхондриальным 
геном в конструировании 
филогении паразитов рыб. Ген 
характеризуется высокой 
вариабельностью и генетической 
дивергенцией среди видов [18]. 

В доступной литературе 
имеется много примеров 
использования различных 
маркерных генов для разработки 
молекулярных методов 
идентификации возбудителей 
семейства Opisthorchiidae. Так, для 
описания внутривидового 
генетического разнообразия C. 
sinensis в основном используют 
частичные и полные 
последовательности участков 
рисобомного кластера (18S, ІTS1, 
ІTS2) ядерной ДНК, а также 
частичную последовательность 
гена COХ1 митoхондриальной ДНK 
[19]. Gab-Man Park и Tai-Soon 
Young в своей работе выявили 
высокий уровень гомологии 
анализируемых нуклеотидных 
последовательностей для образцов 
C. sinensis из Китая и Кореи на 
основе анализа 
последовательностей гена 18S, 
спейсера ІTS2 рДНK и гена СОХ1. 
В работе этих авторов, помимо 
вышеперечисленных маркеров, 
были использованы нуклеотидные 
последовательности участка ІTS1 
рибосомного кластера. В этот же 
период были получены 
нуклеотидные последовательности 
участка ІTS2 и гена COХ1 для C. 
sinensis из России и Японии. 

Проведенный в данном 
исследовании анализ 
внутривидового генетического 
полиморфизма для образцов 
китайской печеночной двуустки из 
России, Японии, Китая и Кореи 
показал отсутствие изменчивости 
для рибосомного маркера ядерной 
ДНК и очень низкий уровень 
изменчивости (0.3%) для 
митoхондриального маркера [20].  

Для изучения генетического 
разнообразия рода Mitorchis spp. 
Ellie Sherrard с соавт. используют 
маркерные участки 
рибосомального и 
митoхондриального гена для 
описания вариабельности по 
климатическим условиям и 
географического распространения 
данного паразита. Xiodong Zhan с 
соавт. исследовали эндемическое 
распространение Mеtorchis 
orientalis в Хайняньской области 
[21]. В данной тематике также 
работали ряд исследователей с 
целью полного описания 
распространения паразитов не 
только рода Mitorchis spp., но и 
всего семейства Opisthorchiidae, 
при этом в качестве маркерных 
генов они использовали, как и 
рибосомальные ядерные гены, так 
и митoхондриальные. 

Маркерные гены 
используется не только в 
описанных ситуациях, но и в 
диагностических целях. Pauly A. с 
соавт. проводили исследование по 
оценке молекулярно-генетической 
изменчивости O. fеlineus и M. bilіs и 
разработке метода ПЦP для их 
дифференциации с помощью 
конструирования 
видоспецифических праймеров. 



Данные праймеры позволяли 
амплифировать фрагменты 
митoхондриального гена СОХ1, и 
различали оба вида в соответствии 
с электрофоретической 
подвижностью видоспецифических 
ПЦP-продуктов [22]. 

Müller B. с соавт. разработали 
специфические описторхидные 
праймеры для другого 
генетического маркера ІTS2 из 
ядерного рибосомного кластера и 
продемонстрировали возможность 
селективной амплификации 
фрагментов ДНК нескольких видов 
Opisthorchiidae: O. fеlineus, C. 
sinensis, O. viverrini, M. xanthosomus 
и P. truncatum. Аналогичный 

генетический маркер был 
использован для проведения 
дифференциальной ПЦP-
диагностики O. fеlineus и M. bilіs в 
клинических образцах пациентов с 
диагнозом описторхоз и 
разработаны видоспецифические 
праймеры на основе ІTS2. Имеются 
данные, когда генетический маркер 
ІTS2 использовался для разработки 
анализа ПЦP в реальном времени с 
помощью зонда TaqMan для 
обнаружения O. fеlineus и M. bilіs 
[23]. 

Целью данной работы 
является изучить и дать результаты 
по молекулярным маркерам в 
диагностике описторхоза. 

 
Материалы и методы исследования 
В качестве материала 

исследования использовались 
геномные ДНК возбудителей O. 
felineus и M. bilis, выделенные из 
метацеркарий и марит от 
животных, отловленных на 
территории Акмолинской области 
Республики Казахстан. 

Выделение ДНК проводили 
фенол-хлороформным методом с 
предварительной инкубацией в 
экстрагирующем буфере, для 
наилучшего выхода ДНК. К 
образцу добавляли 200 мкл 
экстрагирующего буфера и 
протеиназы K, смесь 
гомогенизировали металлическим 
пестиком. Инкубацию проводили в 
термоблоке при 65ᵒС в течение 

двух часов. После инкубации 
выделение проводится 
стандартным фенол-хлороформным 
методом [1]. В образец добавляли 
равный объем фенол-хлороформ-
изоамилового спирта (25:24:1). 
ДНК осаждали добавлением 0,4 
объема изопропанола (10 мин при -
20ºС), затем центрифугировали в 
течение 3 мин при 12 000 об/мин. 
Полученный осадок ДНК 
промывали 70% этанолом, 
высушивали, после чего растворяли 
в 50 мкл 1% TE буфера. 

Для постановки ПЦР анализа 
были выбраны три пары праймеров 
с разных маркерных геномов  ITS1, 
ITS2, COX1 (таблица 1). 

 
Таблица 1 – последовательности праймеров 

№ Наименование 
маркерного 
генома 

Нуклеотидная последовательность 

1 ITS1[24] ITS1-Fw 5’-GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-3’ 
ITS1alRv 5’-ACACGAGCCGAGTGATCC-3’ 



2 ITS2[25] ITS2exF 5’-GAACATCGACATCTTGAACG-3’ 
ITS2exR 5’- GGAACGACCTGAACACCA-3’ 

3 COX1 OpiOpe2-co1 F5’-TGGGGAGTTGATTTTTTGATGTT-3’ 
COI-uniRv 5’-AGCAATAACAAATCAAGTATCATG-3’ 

 
Амплификацию маркерных 

генов проводили в конечном 
реакционном объеме 25 мкл, 
содержащем 10×DreamTaq buffer, 
20 mM MgCl2, 1U Dream Taq Hot 
Start DNA Polymerase (Thermo 
Scientific™) и 2 mМ dNTP (New 
England BioLabs Inc.), 10 пмоль 
каждого праймера и 20 нг 
экстрагированной ДНК из одного 
образца. ПЦР проводили для 
праймера ITS1 при следующих 
условиях термоциклирования: 95°С 
в течение 40 с, 56°С в течение 40 с 
и окончательная элонгация 50 c при 
72°С. Для праймера ITS2 
проводили при следующих 
условиях термоциклирования: 95°С 
в течение 30 с, 54°С в течение 30 с 
и окончательная элонгация 40 c при 
72°С. 

Амплификацию маркерных 
генов для праймера СОХ1 
проводили в конечном 
реакционном объеме 25 мкл, 
содержащем 10×Dream Taq buffer, 
20 mM MgCl2, 1U DNA Polymerase и 
0,3 mМ dNTP, 10 пмоль каждого 
праймера и 20 нг экстрагированной 
ДНК из одного образца. ПЦР 
проводили при следующих 
условиях термоциклирования: 95°С 
в течение 25 с, 54°С в течение 30 с 

и окончательная элонгация 40 c при 
72°С. 

Амплифицированные 
продукты ДНК анализировали на 
горизонтальном электрофорезе в 
1% агарозном геле с 
использованием 1×TAE буферного 
раствора и EtBr. Для определения 
выхода пар нуклеотидов 
полученных ампликонов 
использовали маркер Gene Ruler 
100 bp Plus DNA Ladder (Thermo 
Scientific™). 

Амплифицированные 
фрагменты ДНК секвенировали с 
помощью метода Сэнгера с 
использованием набора для 
определения последовательности 
терминатора BigDye в соответствии 
с техническими характеристиками 
производителя. 
Последовательности праймеров 
использовали такие же, как и для 
ПЦР. По завершению 
секвенирования проводили очистку 
продуктов реакции ацетатно-
спиртовой смесью. Продукты 
секвенирования изучали на 
генетическом анализаторе 
SeqStudio (Thermo fisher, США). 
Анализ и редактирование 
хроматограммы проводили с 
использованием Sequencing Analysis 
5.2, Patch 2 (Applied Biosystems). 

Результаты исследования и их обсуждение 
Объектом исследования 

являются метацеркарии 
(выделенные из рыб семейства 
карповые) и мариты (выделенные 
от золотистых хомяков и лис) 

возбудителей описторха и меторха. 
Выделение ДНК проводили 
согласно методике фонол-
хлороформным методом с 
предварительной обработкой 



образцов экстрагирующим 
буфером и Proteinase K. 

Количественный анализ 
выделенной ДНК проводили на 
спектрофотометре Nano Drop 2000 
(Thermo Fisher Scientific, США). В 
результате определили, что 
концентрация выделенной ДНК из 
индивидуальных метацеркарий 
была в пределах 6-11 нг/мкл, а 
концентрация ДНК выделенной из 
одной половозрелой мариты была в 

пределах 28-35 нг/мкл. Показатели 
чистоты находились в 
соотношении 260:280 нм. 

Амплификацию 
рибосомальных ядерных участков 
ITS1 и ITS2 проводили согласно 
методике указанной в разделе 
материалы и методы. Для детекции 
результатов ПЦР анализа и 
визуализации ампликонов 
проводили электрофорез в 1% 
агарозном геле (рисунок 1). 

 

 
 

К+ – положительный контроль O. felineus; К- – отрицательный контроль; 1 – 
ДНК из метацеркарии; 2-3 – ДНК из мариты, выделенной от хомяка; 4-5 – 
ДНК из мариты, выделенной от лисы; М – ДНК маркер (Gene Ruler 100 bp 

Plus DNA Ladder) 
 

Рисунок 1 – Результаты ПЦР анализа с использованием праймеров ITS1 (А) и 
ITS2 (Б) 

 
Электрофореграмма ПЦР 

продуктов показывает, что при 
использовании праймера ITS1 
(рисунок 1А), полученные 
ампликоны находится на уровне 
644 пар нуклеотидов (далее п.н.), а 
при использовании праймера ITS2 

(рисунок 1Б), длина ампликонов 
составляет 525 п.н., что согласуется 
с литературными данными. 
Праймеры обладают высокой 
специфичностью со всеми 
образцами, не наблюдается 
образование димеров и прочих 



неспецифических связываний, что 
соответствует основным 
требованиям данной реакции. 
Специфичность реакции также 
подтверждается результатами, 
полученными при использовании 
положительного и отрицательного 
контролей. 

Для амплификации участка 
митохондриального генома СОХ1 
изучаемых возбудителей нами была 
использована пара 

видоспецифических праймеров 
OpiOpe2-co1 и COI-uniRv. Реакцию 
проводили с использованием 
параметров, указанных в разделе 
материалы и методы. Детекцию 
результатов ПЦР анализа и 
визуализации ампликонов 
проводили путем проведения 
электрофореза в 1,5% агарозном 
геле (рисунок 2). 

 
М – ДНК маркер; 1 – ДНК из метацеркарии; 2 – ДНК из мариты, выделенной от 

хомяка; 3 – ДНК из мариты, выделенной от лисы; К- – отрицательный контроль  
 

Рисунок 2 – Результаты амплификации участка митохондриального генома 
СОХ1 

 
По результатам 

электрофореграммы видно, что 
использование видоспецифических 
праймеров для амплификации 
участка гена СОХ1 в ПЦР 
позволяет получать ампликоны 
молекулярной массы 705 п.н. При 
этом можно говорить о высокой 
специфичности данной реакции в 
связи с отсутствием димеров и 
результатом отрицательного 
контроля. 

Полученные ампликоны трех 
маркерных генов (ITS1, ITS2, 
COX1) использовали для 
расшифровки нуклеотидной 
последовательности методом 
секвенирования по Сэнгеру. Перед 
процедурой секвенирования 
проводили очистку ПЦР продуктов 
с помощью Exonuclease I, для 
устранения остаточных примесей 
праймеров, dNTP и буферов. 
Полученные результаты 



нуклеотидных 
последовательностей были 
обработаны с помощью 
программного обеспечения CEQ 
System (CEQ™ 8000 Genetic 
Analysis System фирмы Beckman 
Coulter) и идентифицированы 
путем сравнения с данными 

международной базы GenBank 
(www.ncbi.com). 

Полученные нуклеотидные 
последовательности изученных 
видов были депонированы в базе 
данных GenBank. Подробная 
информация о депонированных 
последовательностях представлена 
в таблице 2. 

Таблица 2 – Нуклеотидные последовательности, депонированные в 
базе данных GenBank 
№ 
п/п 

Вид возбудителя Название 
маркерного гена 

Номер в базе данных 
GenBank 

1 O. felineus ITS1 MG952283 
2 O. felineus ITS2 MG952281 
3 O. felineus СОХ1 MT325502; MT325503 
4 M. bilis ITS1 MG952284 
5 M. bilis ITS2 MG952282 
6 M. bilis СОХ1 MT325504; MT325505 

 
На основе депонированных 

нуклеотидных 
последовательностей были 
сконструированы 
филогенетические деревья с 

помощью программного 
обеспечения MEGA 6 по 
маркерным геномам ITS1 (рисунок 
3), ITS2 (рисунок 4) и СОХ1 
(рисунок 5). 

 

http://www.ncbi.com


 
Рисунок 3 – Филогенетический анализ (дерево) с использованием праймера 

ITS1 

Как видно из рисунка 3, для 
конструирования 
филогенетических деревьев были 
использованы гомологичные 
нуклеотидные последовательности, 
выделенные на территории Европы 
и Азии, что позволяет в 
процентном соотношении показать 
степень родства и наличие 
мутаций.  

При сравнительном анализе 
нуклеотидной последовательности 
ядерного участка генома ITS1 
возбудителя O. fеlineus 
казахстанского и российского 
происхождения (DQ513403 и 
JN646531) гомологичность 

составляет 99%, а при сравнении 
этого же участка генома с 
азиатскими последовательностями 
(KT89494, Вьетнам и KJ137224, 
Китай), гомологичность составляет 
94%. 

Нуклеотидная 
последовательность ядерного 
участка генома ITS1 возбудителя 
M. bilіs в сравнении с 
европейскими 
последовательностями (КТ740978, 
Чехия и КТ740980, Словакия) была 
гомологична на 97%, а с 
азиатскими последовательностями 
(НМ347223 и НМ347224, Китай) 
была гомологична на 94%. 



 
Рисунок 4 - Филогенетический анализ (дерево) с использованием праймера 

ITS2 
 

При сравнительном анализе 
нуклеотидной последовательности 
ядерного участка генома ITS2 
возбудителя O. fеlineus 
казахстанского и российского 
происхождения (EU038138 и 
EU038140) гомологичность 
составляет 99%, а при сравнении 
этого же участка генома с 
азиатскими последовательностями 
(EU038148, Лаос) и НQ038253, 
Китай), гомологичность составляет 
96% и 93%  соответственно. 

Нуклеотидная 
последовательность ядерного 
участка генома ITS2 возбудителя 
M. bilіs в сравнении с 
европейскими 
последовательностями (EU038154, 
Испания и JQ716401, Германия) 
была гомологична на 98%, а с 
азиатской последовательностью 
(НМ347227, Китай) была 
гомологична на 95%. 

 



 

 
Рисунок 5 - Филогенетический анализ (дерево) с использованием праймера 

СОХ1 
 

Проведя сравнительный 
анализ нуклеотидной 
последовательности маркерного 
гена СОХ1 можно сделать вывод, 
что по данному участку 
наблюдается самая сильная 
мутация у возбудителей O. fеlineus 
и M. bilіs. Так например, 
нуклеотидная последовательность 
O. fеlineus в сравнении с 
российской последовательностью 
EU921260 (Россия) гомологичная 
на 97%, а с другими 
представителями данного рода, вне 
зависимости от страны выделения, 
составляет от 90% и ниже. Тоже 
самое мы можем наблюдать при 

анализе нуклеотидной 
последовательности участка генома 
СОХ1 возбудителя M. bilіs.  

Таким образом, по 
результатам проведенных 
исследований, нами были изучены 
нуклеотидные последовательности 
возбудителей описторхид O. 
fеlineus и M. bilіs, выделенные на 
территории Акмолинской области. 
Данные последовательности в 
дальнейшем будут использованы 
при разработке видоспецифических 
праймеров, используемых для 
конструирования молекулярно-
генетических методов диагностики 
на основе ПЦР. 

Заключение 
Для первичной 

идентификации метацеркарий и 
марит O. fеlineus и M. bilіsавторы 

данной статьи рекомендуют 
использовать широко применяемые 
участки трех маркерных генов 



ITS1, ITS2 и COX1. Для трех пар 
праймеров были даны оптимальные 
параметры постановки ПЦР 
анализа, с дальнейшей очисткой и 
проведения секвенирования. По 
расшифрованным геномам было 
проведено депонирование 
нуклеотидных 
последовательностей в 
международной базе данных 
GenBank 

В дальнейшем по 
результатам расшифровки 
нуклеотидных 
последовательностей, которые не 

во всех маркерных геномах дали 
100% совпадения, будут 
разработаны видоспецифические 
праймеры для выделенных на 
территории Акмолинской области 
возбудителей.  

Данная работа выполняется 
при финансовой поддержке 
Министерства образования и науки 
Республики Казахстан в рамках 
проекта AP05131132 «ПЦР-тест для 
детекции и дифференциальной 
диагностики возбудителей 
описторхоза и меторхоза» на 2018-
2020 гг. 
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С.Сейфуллин атындағы Қазақ агротехникалық университеті,  
Жеңіс даңғылы, 62, Нұр-Сұлтан қаласы 

010011,Қазақстан Республикасы, vskiyan@gmail.com 
2РҒА Цитология және генетика институты,  

Ресей Федерациясы, Новосибирск, Академик Лаврентьев даңғылы, 10  
Түйін 

Мақалада  описторхоз инфекциясының негізгі қоздырғыштарын   
молекулалық-генетикалық идентификация  және  филогенетикалық анализ 
жасау үшін қолданылатын негізгі үш маркерлік ген Internal transcribed spacer 
1 (ITS1), Internal transcribed spacer 2 (ITS2) и Cytochrome oxidase (СОХ1) 
бойынша зерттеу нәтижелері көрсетіледі. Метацерариялар мен мариталардың 
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жыныстық жетілген формаларынан ДНҚ алу әдісінің ерекшелігі және үш  
праймерлер үшін ПТР анализ қоюдың негізгі параметрлері көрсетіледі. 
Қазақстан Республикасының аумағында бөлініп алынған екі түрдің –  O. 
félineus және M. bilіs  – үш маркерлік гендері секвенделді. Алынған 
нуклеотид тізбектер халықаралық GenBank мәліметтер базасына 
орналастырылды. Алынған нуклеотид тізбегі негізінде Opisthorchiidae 
тұқымдасына жататын тығыз байланысты организмдердің филогенетикалық 
ағаштары құрастырылды және зерттелінген түрлердің генетикалық 
ерекшеліктері көрсетілді. 
Түйінді сөздер: описторхоз, метархоз, диагностика, метацеркария, марита, 
маркер гені, секвенирлеу, филогенетикалық ағаш, праймер  
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Summary 

 
The authors of this article present the results of a study on the main three 

marker genes Internal transcribed spacer 1 (ITS1), Internal transcribed spacer 2 
(ITS2) и Cytochrome oxidase (СОХ1) used in molecular genetic studies and the 
creation of diagnostic PCR tests. The peculiarity of the method of DNA extraction 
from metacercariae and sexually mature forms of maritas is shown. A careful 
selection of primers was carried out and the main parameters of PCR formulation 
were worked out. The nucleotide sequences of the O. felineus and M. bilіs 
pathogens obtained by sequencing were deposited in the international GenBank 
database. Based on the obtained nucleotide sequences, phylogenetic trees of 
closely related organisms of the Opisthorchiidae family were constructed and 
genetic characteristics of the studied species isolated on the territory of the 
Republic of Kazakhstan were shown. 

Key words: opisthorchiasis, metrorchosis, diagnostics, metatserkaria, 
marita, marker gene, sequencing, phylogenetic tree, primer  
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