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[bookmark: bookmark0]ВВЕДЕНИЕ
По разным данным род Opisthorchis (Blanchard, 1895) (Trematoda, Opisthorchiidae) включает от 20 до 50 видов, три из которых являются высоко патогенными для человека: Clonorchis (synonym: Opisthorchis) sinensis (Cobbold, 1875), Opisthorchis felineus (Rivolta, 1884) и О. viverrini (Poirier, 1886) (Скрябин, Петров, 1950; Филимонова, 2000). Все представители рода являются эндопаразитами рыбоядных птиц или млекопитающих, вызывая хроническое заболевание описторхоз (клонорхоз) (Kaewkes, 2003; Беэр, 2005). Персистенция паразита в желчных протоках хозяина приводит к возникновению тяжелых осложнений: гнойно-воспалительных заболеваний гепато-билиарной системы, панкреатита и описторх-ассоциированной холангиокарциномы (Braconi, Patel, 2010; Choi et al., 2004; Fried, Reddy, Mayer, 2011; Maksimova et al., 2012; Ong et al., 2012). На Евразийском континенте клонорхозом и описторхозом поражено более 80 млн. человек и около 600 млн. находятся в зоне риска (Keiser, Utzinger, 2005).
На территории России распространены два патогенных вида описторха, ареалы которых не пересекаются: О. felineus (Европейская часть, Западная Сибирь) и С. sinensis (Дальневосточный регион). О. felineus распространен на территории Обь-Иртышского, Волго-Камского бассейнов, а также Днепра и Дона. Енисей является восточной границей его ареала (Беэр, 2005). За пределами России природные очаги О. felineus были выявлены в Белоруссии (Skripova et al., 1991) и Украине (Loktieva, 1997), в Северном Казахстане (Беэр, 2005; Сидоров, 1983), Германии (Bernhard, 1985; Hering-Hagenbeck, Schuster, 1996; Sanger et al., 1991; Schuster et al., 1999) и Италии (Armignacco et al., 2008; DeLiberato et al., 2011; Traverso et al., 2012). Основной ареал С. sinensis приходится на страны восточной Азии - Китай, Корею и Японию (Lun et al., 2005; Sripa et al., 2007; Посохов, 2004). Третий патогенный для человека вид - О. viverrini - обитает на территории стран Юго-Восточной Азии (Таиланд, Лаос, Вьетнам и Камбоджа) (Sripa et al., 2007). В связи с усилением миграционных потоков людей, случаи заболевания описторхозом и клонорхозом в настоящее время также диагностируются далеко за пределами эндемичных для этих паразитозов районов: в Португалии (Oliveira et al., 2005), Греции (Tselepatiotis et al., 2003), Нидерландах (Vondeling et al., 2012), Израиле (Yossepowitch et al., 2004) и в США (Stauffer, Sellman, Walker, 2004).
Высокая эпидемиологическая значимость описторхов ставит перед исследователями ряд серьезных задач, связанных с идентификацией паразитов и диагностикой паразитозов ими вызываемых, а также систематикой, филогенией, популяционной структурой и эволюцией данных паразитических видов. Однако любые исследования в этой области осложняются особенностями биологии трематод (6 стадий развития, сопровождающиеся сменой Зх хозяев), малыми размерами на всех стадиях жизненного цикла, высоким морфологическим сходством представителей разных видов, высокой фенотипической пластичностью взрослых особей, зависящей от возраста паразита и вида окончательного хозяина (Nolan, Cribb, 2005; Скрябин, Петров, 1950; Филимонова, 2000). В связи с перечисленными проблемами, новые подходы к исследованию паразитов, основанные на методах работы с ДНК, становятся предельно актуальными. Использование надежных, современных генетических маркеров - полиморфных локусов ДНК - позволяет точно определить вид паразита как в медицинских, так и в экологических исследованиях. А также изучить популяционно-генетическую структуру паразитических видов и выявить факторы, влияющие на популяционную динамику.
В решении последнего вопроса исключительно важную роль играет сравнительная филогеография близкородственных видов со сходной биологией, но обитающих на разной территории и в разных климатических условиях. Данный подход позволяет изучить основные исторические процессы, определившие современную популяционно-генетическую структуру вида, и вычленить ключевые факторы, оказывающие влияние на ее формирование.
[bookmark: bookmark1]Цель и задачи
Целью данной работы является оценка генетического разнообразия и изучение филогеографии трематод Opisthorchis felineus и Clonorchis sinensis, а также разработка молекулярных методов идентификации этих видов печеночных сосальщиков.
Для достижения цели были поставлены следующие задачи:
1.  Исследовать нуклеотидный полиморфизм препаратов ДНК разных видов семейства описторхид с использованием митохондриального (coxl) и ядерных (7757 и ITS2) маркеров.
2.  Разработать и апробировать методы видовой идентификации эпидемиологически значимых печеночных сосальщиков.
3.  Провести филогенетический анализ особей О. felineus и С. sinensis, оценить время расхождения видов от ближайшего общего предка.
4.  Оценить генетическое разнообразие О. felineus и С. sinensis, реконструировать демографическую историю видов и провести сравнительный филогеографический анализ.
[bookmark: bookmark2]Научная новизна и практическая ценность
В данной работе было впервые проведено масштабное популяционногенетическое исследование видов О. felineus и С. sinensis. Полученные данные легли в основу серии сравнительных анализов, определивших степень родства между двумя паразитическими видами и между популяциями внутри отдельных видов. Показана низкая генетическая изменчивость О. felineus на обширной территории, предположительно определяемая особенностями эволюционной истории исследуемого вида. Впервые проведен анализ генетического разнообразия С. sinensis на большей части его ареала. На основе полученных данных проведена реконструкция демографической история этого вида.
В ходе данной работы была разработана новая молекулярнодиагностическая система для видовой детекции эпидемиологически значимых печеночных сосальщиков семейства Opisthorchiidae, пригодная для мониторинга природных очагов паразитов и дальнейших популяционных исследований. Апробация данной системы была проведена на пациентах, имеющих диагноз описторхоз. Было показано, что в ряде случаев заболевание вызвано микст- инвазией представителями рода Opisthorchis и рода Metorchis.
Полученные результаты также имеют практическое значение для видовой идентификации возбудителей описторхоза в ветеринарной и медицинской практике. Наконец, полученные результаты играют важную роль в понимании популяционной динамики описторхов и факторов, ее определяющих.
[bookmark: bookmark3]Положения, выносимые на защиту
1.  О. felineus и С. sinensis являются относительно молодыми видами, их расхождение от ближайшего общего предка произошло около 5-6 миллионов лет назад.
2.  Вид О. felineus характеризуется низкими значениями генетического разнообразия и находится в фазе бурного экспансивного роста, начавшейся, не ранее 20 тыс. лет тому назад.
3.  У С. sinensis выявлено четыре генетически однородные группы популяций, имеющие четкую географическую привязку и различную демографическую историю.
[bookmark: bookmark4]Апробация работы
Основные результаты данного исследования были представлены на следующих российских и зарубежных конференциях и симпозиумах:
1. Joint International Tropical Medicine Meeting 2009 (6th Seminar on Food- and Water-borne Parasitic Zoonoses (FBPZ6)). Bangkok, Thailand. Ilja I. Brusentsov, Aleksey V. Katokhin, Maria N. Lvova, Zinaida Sacharovskaja, Alexey E. Sazonov, Lyudmila M. Ogorodova, O. Fedorova, Nikolay A. Kolchanov, Viatcheslav A. Mordvinov. “Opisthorchis felineus and Metorchis bilis: development of ITS-2 based multiplex PCR assay for their identification and discrimination”. 2009.
2.  III Межрегиональная научная конференция паразитологов Сибири и Дальнего Востока, посвященная 80-летию профессора Константина Петровича Федорова. А. В. Катохин, С. В. Шеховцов, К. В. Романов, И. И. Брусенцов, Н. И. Юрлова, В. А. Мордвинов. “Молекулярно-генетическая филогения видов семейства Opisthorchiidae”. 2009.
3.  Итоговая конференция по приоритетному направлению "Живые системы" за 2009 год. Москва, Россия. В. А. Мордвинов, А. В. Катохин, И. И. Брусенцов, К.
В.	Романов, С. В. Шеховцов, С. И. Татьков, Д. П. Фурман, А. Ю. Сивков, М. Ю. Помазной, М. Н. Львова, М. Ю. Шаманина, К. С. Задесенец, Н. Б. Рубцов. “Исследование генетического разнообразия возбудителей биогельминтозов человека, передающихся через рыбу, ракообразных и продукты их переработки”. 2009.
4.  Міжнародная науково-практичная конференция «Сучасні системи биобезпеки та биозахисту у ветеринарній медицині» Феодосия, Украина. А. В. Катохин, А. В. Евтушенко, И. И. Брусенцов, А. С. Солодянкин, Б. В. Ромашов, В. А. Мордвинов “Перспективы использования молекулярно-генетических методов исследований в диагностике описторхидозных инвазий”. 2010.
5.  VII Всероссийская научно-практическая конференция с международным участием «Молекулярная диагностика - 2010», Москва, Россия. Брусенцов И. И., Сулейманов М. М., Романов К. В., Катохин А. В., Мордвинов В. А. «Диагностика биогельминтозов человека и животных, передающихся через рыбу». 2010.
6.  Международная конференция «Проблемы популяционной генетики» посвященная памятной дате — 75-летию со дня рождения академика Ю. П. Алтухова, Москва, Россия. Брусенцов И. И., Катохин А. В., Шеховцов С. В., Мордвинов В. А. «Возможность преобладания антропогенного фактора в биогеографии кошачьей двуустки Opisthorchis felineus». 2011.
7.  Всероссийская конференция с международным участием «Паразитология в изменяющемся мире», Новосибирск. Брусенцов И.И. «Генетическое разнообразие и филогеография Opisthorchis felineus». 2013.
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[bookmark: bookmark9]Список использованных сокращений
мтДНК — митохондриальная ДНК
рДНК — гены рибосомального кластера
п.н. — пар нуклеотидов
ПЦР — полимеразная цепная реакция
coxl — цитохром с оксидаза субъединица 1
nadl — NADH дегидрогеназа субъединица 1
ITS1 — внутренний транскрибируемый спейсер 1
ITS2 — внутренний транскрибируемый спейсер 2
SNP — single-nucleotide polymorphism
Tm — температура отжига праймера
ПДРФ — полиморфизм длин рестрикционных фрагментов




[bookmark: bookmark68]Заключение
В работе впервые было проведено полноценное популяционно-генетическое и филогеографическое исследование двух эпидемиологически значимых видов рода Opisthorchis. Сравнительный анализ и реконструкция палеоистории изученных видов позволили оценить вклад разных факторов в формирование популяционно-генетической структуры у трематод со сложным жизненным циклом.
[bookmark: bookmark69]ВЫВОДЫ
1.  В результате исследования генетического разнообразия трематод О. felineus и С. sinensis с помощью митохондриального (coxl) и ядерного (ITS1 и ITS2) маркеров выявлены существенные различия в популяционно-генетической структуре этих видов. Тогда как О. felineus характеризуется высокой гомогенностью на всей исследованной территории, С. sinensis имеет сложную популяционно-генетическую структуру. С высокой вероятностью данные различия определяются особенностями геоклиматической истории территорий обитания этих видов.
2.  О. felineus и С. sinensis - относительно молодые виды, их расхождение от ближайшего общего предка произошло около 5-6 миллионов лет назад.
3.  Вид О. felineus в настоящее время находится в фазе бурного экспансивного роста, начавшегося, вероятно, около 20 тыс. лет тому назад.
4.  Выявлены четыре генетически однородные группы популяций С. sinensis, имеющие четкую географическую привязку и различную демографическую историю:
популяция Дальнего Востока России характеризуется низким генетическим разнообразием и возникла не ранее 13 тыс. лет назад;
·  популяции Юго-восточного Китая обладают высоким генетическим разнообразием и стабильной эффективной численностью;
·  популяции Северо-восточного Китая, как и изолированная популяция Кореи, находятся в фазе экспансивного роста, начавшегося, вероятно, около 60- 100 тыс. лет тому назад.
5.  На основе данных по нуклеотидному полиморфизму рибосомального кластера разных видов печеночных сосальщиков были разработаны генетические маркеры, пригодные для идентификации представителей семейства Opisthorchiidae, в том числе эпидемиологически значимых видов О. felineus, С. sinensis и М. bilis, в академических и прикладных исследованиях.
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