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энтомопаразитическим нематодам блох отводится определенная роль в персистенции Yersinia pestis в при-
родных очагах, однако их естественное микробное окружение не изучено. цель исследования – поиск бактерий – 
ассоциантов нематод, паразитирующих в блохах – переносчиках чумы в тувинском природном очаге. материалы 
и методы. блох собирали в процессе плановых эпизоотологических обследований в мае 2017 и 2018 гг. при про-
ведении таксономической идентификации насекомых регистрировали наличие паразитических нематод. в 2017 г. 
бактериологическое исследование блох, пораженных нематодами и свободных от них, проводили отдельно, без 
вскрытия. учитывали присутствие и количество бактериальных колоний на агаровых пластинках. результаты 
оценили общепринятыми методами с применением программы Excel. использовали t-критерий, однофакторный 
дисперсионный анализ. в 2018 г. вскрыты 84 инвазированные блохи. извлеченных нематод посеяли в бульон 
хоттингера с последующим культивированием выросших бактерий на агаре хоттингера. систематическую при-
надлежность выделенных культур определили методами масс-спектрометрического анализа (MALDI-TOF) и ча-
стичного секвенирования 16S рнк. результаты и обсуждение. в 2017 г. бактериологически исследовано 30 проб 
блох с гельминтами и 276 без них, в том числе 23 пробы инвазированных и 145 неинвазированных особей основно-
го переносчика Citellophilus tesquorum. статистические различия в доле образцов, обсемененных неприхотливыми 
бактериями, и влияние количества блох в пробе на число выросших колоний не выявлены. в 2018 г. из 23 образ-
цов энтомопаразитических нематод выделены 26 культур бактерий родов Serratia, Staphylococcus, Pseudomonas, 
Acinetobacter, Macrococcus, Bacillus. обсуждаются возможные пути их проникновения в имаго блох.
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Abstract. Entomoparasitic nematodes have a specific role to play in the persistence of Yersinia pestis in natural foci, 
however their natural microbial environment has not been studied. The aim of the study was to search for bacteria asso-
ciated with nematodes parasitizing fleas-vectors of plague in the Tuva natural focus. Materials and methods. Fleas were 
collected during the planned epizootiological surveillance in May, 2017 and 2018. During the taxonomic identification 
of insects, the presence of parasitic nematodes was recorded. In 2017, bacteriological examination of fleas affected by 
nematodes and those free from them was carried out separately without dissection. The presence and number of bacte-
ria colonies on the agar plates were taken into account. The results were evaluated by conventional methods using the 
Excel program. The t-criterion, one-factor analysis of variance were employed. In 2018, 84 invaded fleas were dissected. 
Extracted nematodes were suspended in Hottinger’s broth, followed by cultivation of grown bacteria on Hottinger’s agar. 
Systematic position of isolated cultures was determined through mass spectrometric analysis (MALDI-TOF) and partial 
sequencing of 16S rRNA. Results and discussion. In 2017, 30 samples of fleas with helminthes and 276 without helmin-
thes were bacteriologically examined, including 23 samples infested and 145 non-infested specimens of the main vector, 
Citellophilus tesquorum. Statistical differences in the proportion of samples contaminated by unpretentious bacteria and 
effect of flea abundance in the sample on the number of colonies grown have not been revealed. In 2018, 26 cultures of 
bacteria of the genera Serratia, Staphylococcus, Pseudomonas, Acinetobacter, Macrococcus, and Bacillus were isolated 
from 23 samples of entomoparasitic nematodes. Possible ways of their penetration into flea imagoes are discussed. 
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представления о том, как могут развиваться 
отношения между нематодами – паразитами блох 
и возбудителем чумы, основываются на экспери-
ментах с модельным видом Caenorhabditis elegans 
[1, 2] и лишь частично отражают происходящее в 
естественных условиях. новыми исследованиями 
показана возможность распространения Yersinia 
pestis филогенетической линии 4.ANT во внешней 
среде почвенными нематодами рода Panagrolaimus 
из горно-алтайского высокогорного очага чумы [3]. 
нематоды – паразиты блох из этого очага отнесе-
ны к роду Rubzovinema [4]. гельминты той же си-
стематической принадлежности выделены из блох 
Citellophilus tesquorum с энзоотичной по чуме терри-
тории республики тыва [5]. до 2014 г. род включал 
только один монохозяинный вид Rubzovinema ce-
ratophylla, однако обнаруженные в волго-уральском 
степном очаге чумы изоляты охарактеризованы 
как принадлежащие к новому виду – Rubzovinema 
polyxenica [6, 7]. 

Факты симбиоза с бактериями, известные для 
энтомопатогенных нематод (Steinernematidae – 
Xenorhabdus) и (Heterorhabditidae – Photo rhab dus) 
[8–11], дополняются сведениями о бактериях дру-
гой систематической принадлежности: Providencia 
vermicola и Flavobacterium sp. [12], Serratia nema-

todiphila [13], Serratia marcescens и Providencia rett-
geri [14], P. vermicola, Pseudomonas entomophila, 
Alcaligenes aquatilis, Alcaligenes faecalis [15]. у этих 
бактерий есть два интересных в практическом от-
ношении свойства: первое – способность к росту 
на простых питательных средах, второе – антибак-
териальная и фунгицидная активность, реализуемая 
через комплекс биологически активных веществ. 
у нематод рода Rubzovinema к настоящему времени 
обнаружены бактерии рода Wolbachia [5], не способ-
ные к автономному существованию. 

цель работы – поиск бактерий – ассоциантов 
энтомопаразитических нематод из блох в тувинском 
природном очаге чумы.

материалы и методы

блох собирали в мае 2017 и 2018 гг. во время 
планового обследования тувинского природного 
очага чумы в соответствии с му 3.1.3012-12. при 
таксономической идентификации отделяли особей, 
зараженных или подозрительных на зараженность 
гельминтами (рисунок). 

в 2017 г. бактериологические исследования 
блох, пораженных нематодами, и блох без нематод 
проведены отдельно. количество блох в одной пробе 
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вид блох, пораженных энтомопаразитиче-
скими нематодами, в световом микроскопе: 
a, b – многочисленные личинки заполняют брюш-
ную полость блохи; c – две взрослые самки нема-
тод (показаны стрелками); d – одна взрослая самка 
нематоды, обвившаяся вокруг желудка блохи. 
Примечание :  снимки сделаны камерой мобиль-
ного телефона через окуляр микроскопа с увели-
чением 7×, увеличение объектива – 8×, увеличе-
ние бинокулярной насадки – 1,5×

Appearance of fleas affected by entomoparasitic 
nematodes displayed in light microscope: 
a, b – numerous larvae fill the abdominal cavity of the 
flea; c – two adult female nematodes (shown by ar-
rows); d – one adult female nematode wrapped around 
the stomach of the flea. 
Note :  photos were taken with a mobile phone cam-
era through a microscope eyepiece with 7× magnifica-
tion, objective magnification is 8×, binocular attach-
ment magnification is 1.5×
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колебалось от 1 до 10 (без гельминтов) или от 1 до 13 
(с гельминтами). блох, обездвиженных парами эфи-
ра, растирали в стерильной фарфоровой ступке 
стерильным фарфоровым пестиком с несколькими 
каплями 0,9 % стерильного изотонического раство-
ра хлорида натрия. этим же пестиком наносили по-
лученную суспензию на сектор агаровой пластин-
ки. при ежедневном просмотре посевов в течение 
5 суток, как это предписывает мук 4.2.2940-11, 
учитывали количество и однородность всех коло-
ний микроорганизмов, кроме плесневых грибов, не 
идентифицируя их. посевы мертвых блох в анализ 
не включали. статистическую обработку провели 
общепринятыми методами [16] с применением про-
граммы Excel. использовали t-критерий, однофак-
торный дисперсионный анализ. 

в 2018 г. сеяли непосредственно паразитиче-
ских нематод. блох с гельминтами предварительно 
промывали в 96 % спирте и далее в дистиллирован-
ной воде, чтобы избавиться от микроорганизмов с на-
ружных покровов насекомых. блоху вскрывали при 
помощи двух препаровальных игл в капле 0,9 % сте-
рильного изотонического раствора хлорида натрия 
на предметном стекле с лункой, которое укладывали 
в крышку от чашки петри. пищеварительный тракт 
переносили в микропробирку, заполненную стериль-
ным бульоном хоттингера (1 мл), и растирали препа-
ровальной иглой для дальнейшего исследования на 
наличие возбудителя чумы. затем чашку петри ста-
вили на темный фон. зрелые паразитические самки 
различимы невооруженным глазом. личинки без ми-
кроскопирования видны только при их обилии – как 
скопление искр в падающем свете. нематод собира-
ли вместе с 0,9 % раствора хлорида натрия пипеткой-
дозатором и переносили в микропробирки, содер-
жащие 1000 мкл асептически разлитого бульона 
хоттингера, для сохранения и накоп ления имеющих-
ся бактерий. после каждой блохи предметное стекло 
и препаровальные иглы обжигали в пламени 95 % 
спирта. бульон хоттингера инкубировали в течение 
двух недель при температуре окружающего воздуха 
5–12 °с, после чего делали высев петлей на чашки 
агара хоттингера с последующим культивированием 
при 28 °с. температуру, предпочтительную для изо-
лированных микроорганизмов, определяли парал-
лельной инкубацией на той же среде при 28 и 37 °с 
в течение 24 ч. культуры идентифицировали масс-
спектрометрическим методом (MALDI-TOF) на при-
боре Microflex LT (Bruker Daltonics, германия) в соот-
ветствии с мр 4.2.0089-14. часть культур с ненадеж-
ными результатами масс-спектрометрической иден-
тификации тестировали молекулярно-генетическим 
методом (секвенирование участка гена 16S рнк по 
методу сэнгера) [17]. выделенную днк амплифици-
ровали с универсальными праймерами к участку гена 
16S рнк 5′-CAGCMGCCGCGGTAATWC-3′ (P16S-F) 
и 5′-ACGGGCGGTGTGTRC-3′ (P16S-R) [18]. далее 
проводили ферментативную очистку пцр-продукта, 
сиквенсную реакцию и очистку ее продукта. 

продукты сиквенсной реакции разделяли электро-
форетически на автоматическом днк-анализаторе 
ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 
сШа). поиск последовательностей, гомологичных 
секвенированным, осуществлялся по базе данных 
16S rRNA seq с помощью программы Blastn вер-
сии 2.13.0. 

результаты и обсуждение

в 2017 г. возбудителя чумы не обнаружили. при 
выявлении микрофлоры, традиционно обозначаемой 
как «посторонняя», исходили из двух предположе-
ний: 1) наличие симбиотических бактерий, растущих 
на простых питательных средах, – по обнаружению 
в посевах инвазированных блох колоний, морфоло-
гически схожих, при отсутствии подобных в осталь-
ных посевах; 2) наличие симбиотических бактерий, 
не способных к росту на простых питательных сре-
дах, – по подавлению роста других микроорганиз-
мов в посевах блох, пораженных нематодами, в ре-
зультате взаимодействия в организме блохи и (или) 
пролонгированной ингибиции метаболитами пред-
полагаемых симбионтов. всего просмотрено 30 по-
севов блох с гельминтами и 276 – без гельминтов. 
большую их часть составляли C. tesquorum: 23 и 
145 проб соответственно. из инвазированных блох 
рост разнообразных микроорганизмов наблюдали у 
5 проб, все они принадлежали C. tesquorum (16,7 % 
от общего количества проб; 21,7 % от количества 
проб C. tesquorum). в посевах неинвазированных 
блох проросли 70 проб без учета их видовой принад-
лежности (25,4 %; t=1,19; P>0,05) и 48 проб основ-
ного переносчика (33,1 %; t=1,20; P>0,05). хотя 
доля случаев с «посторонней» микрофлорой среди 
посевов инвазированных особей была несколько 
ниже, различия статистически не значимы ни для 
всех блох, ни при исследовании C. tesquorum. кроме 
того, подсчитывали количество выросших колоний. 
наибольшее их количество – 40 – учтено в группо-
вом посеве блох (10 экземпляров) без гельминтов. 
в то же время в половине посевов таких же проб 
рост бактерий отсутствовал. из 5 проб инвазирован-
ных C. tesquorum с ростом бактерий на четырех чаш-
ках выросло по одной колонии (из 1, 2, 2 и 10 блох) и 
на одной – три (из 8 блох). влияния количества блох 
в пробе на количество выросших колоний не дока-
зано ни в присутствии гельминтов (однофакторный 
дисперсионный анализ, F=1,22), ни без них (F=1,77). 
таким образом, блохи вне зависимости от инвазии 
не обладают общим для всех комплексом неприхот-
ливых бактерий, который бы проявлялся через «ку-
мулятивный эффект» в объединенном посеве. наши 
результаты согласуются с данными н. Li et al. о том, 
что бактериальное сообщество блох формируется 
случайным образом [19].

в 2018 г. исследование блох на наличие возбу-
дителя чумы также завершилось с отрицательным 
результатом, в том числе 84 вскрытых инвазирован-
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ных блох. в 23 образцах (27,7 %) полученных из них 
нематод  наблюдали рост бактерий других видов по 
штриху. в трех случаях выделено по две культуры, 
в остальных посевах культура была однородной. 
две культуры отнесены к роду Acinetobacter, одна – 
Bacillus, две – Macrococcus, три – Pseudomonas, две – 
Serratia proteamaculans, но больше всего – 16 – было 
стафилококков (табл. 1).

очевидно, что выделенные культуры не обяза-
тельно принадлежали собственно нематодам, а  мог-
ли попасть в посев с остатками гемолимфы или фраг-
ментами тела насекомого. бактериальные семейства 
Bacillaceaе, Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae и 
Staphylococcaceae входят в состав общего «ядра» эк-
тосимбионтов кровососущих насекомых и клещей, 
населяющих кишечник, слюнные железы, мальпи-
гиевы сосуды и репродуктивные органы, причем у 
насекомых с полным превращением у кишечной ми-
крофлоры личинок мало шансов сохраниться до фазы 
имаго [20]. на примере божьей коровки Harmonia 
axiridis показано, что ацинетобактер и стафилокок-
ки, в частности S. succinus, входят в состав обычной 
микробиоты насекомых независимо от их зараже-
ния нематодами. в то же время серрации (Serratia 
marcescens) выделяли только от инвазированных 
жуков, в эксперименте при отсутствии нематод они 
были убийственны, приводя к гибели 80–100 % насе-
комых (в зависимости от дозы). предполагается, что 
энтомопаразитические нематоды подавляют рост и 
вирулентность бактериальных патогенов, а бактерии 
супрессируют защитные механизмы насекомых про-
тив нематод, облегчая инвазию [14]. божьи коров-
ки – хищники, но при отсутствии животной пищи 
способны питаться фруктами и ягодами. их раци-
он разнообразен и нестерилен, в отличие от пищи 
взрослых блох – облигатных гематофагов. при этом 
четверть имаго блох содержала микроорганизмы, ко-
торые не могли попасть к ним из крови теплокров-
ных хозяев хотя бы потому, что температура послед-
них не является оптимальной для них (табл. 2). 

изолированные бактерии могут быть остатком 
личиночной микрофлоры блох. в литературе опи-
саны два возможных пути трансфазовой передачи 
бактерий у блох. в окуклившейся блохе при линьке 
выстилки пищеварительного тракта происходит ее 
разрыв на границе между задней и средней кишкой, 
через который в некоторых случаях остатки личи-
ночной пищи попадают в полость тела куколки и 
далее взрослого насекомого [21]. при скармливании 
личинкам блох живой сухой чумной вакцины бак-
терии способны проникать в эндоплазму паразити-
рующих в них гамонтов грегарин и сохраняться там 
в течение двух суток (срок наблюдения), в то время 
как в кишечнике личинок они обнаруживаются толь-
ко в первые часы после заражения, а потом исчеза-
ют [22]. не исключено, что одни бактерии попадают 
в имаго первым способом, а другие – вторым.

таким образом, наблюдения, проведенные в 
2017 г., не выявили качественных и количествен-
ных особенностей в высеваемости неприхотливых 
бактерий из блох, инвазированных и не инвази-
рованных энтомопаразитическими нематодами. 
можно предположить, что эта часть бактериально-
го сообщества у блох тувинского природного очага 
чумы формируется случайно. в образцах нематод, 
собранных в 2018 г., обнаружены бактерии родов 
Serratia, Staphylococcus, Pseudomonas, Acinetobacter, 
Macrococcus, Bacillus. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

финансирование. авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
дении данного исследования.
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