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носителями чумы в природе являются свыше 
233 видов млекопитающих, а переносчиками – 162 

вида блох [3, 5]. активность эпизоотического про-
цесса в природных очагах чумы, наряду с другими 
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цель исследования – изучение энтомопаразитических нематод из блох грызунов, собранных в горно-
алтайском высокогорном природном очаге чумы в 2016–2017 гг., с определением их систематической принад-
лежности. материалы и методы. представлены результаты морфологического и генетического анализа энтомо-
паразитических нематод-паразитов блох Amphipsylla primaris primaris плоскочерепных полевок Alticola strelzovi, 
блох Rhadinopsylla li transbaicalica даурской пищухи Ochotona dauurica, блох Rhadinopsylla dahurica, собранных с 
входов в норы грызунов. результаты и выводы. определены нуклеотидные последовательности спейсерной об-
ласти ITS2 рибоcомного оперона энтомопаразитических нематод трех видов блох: Amphipsylla primaris primaris, 
Rhadinopsylla li transbaicalica, R. dahurica. на основе сравнительного филогенетического анализа и выявленного 
высокого процента гомологии нуклеотидных последовательностей ITS2 области рибосомного оперона (92–99 %) 
установлена их принадлежность к видам Rubzovinema spp. и близкое родство с ранее предложенным нами по-
лигостальным видом Rubzovinema polyxenica из блох C. tesquorum, А. rossica и C. secundus из волго-уральского 
степного очага чумы. впервые выявлена отдельная ветвь эволюции энтомопаразитических нематод – паразитов 
блох, представленная Rubzovinema spp. установлено широкое распространение нематод Rubzovinema spp. в био-
ценозах степной зоны россии в прикаспии и горном алтае.
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Objective of the study was to investigate entomoparasitic nematodes from rodent fleas, collected in Gorno-Altai 
high-mountain natural plague focus in 2016–2017, with identification of their taxonomic status. Materials and methods. 
Given are the results of morphological and genetic analysis of entomoparasitic nematodes – parasites of fleas Amphipsylla 
primaris primaris living on flat-headed high-mountain voles Alticola strelzovi, fleas Rhadinopsylla li transbaicalica of 
Daurian pika Ochotona dauurica, fleas Rhadinopsylla dahurica, collected at the burrows of the rodents. Results and 
conclusions. Identified have been nucleotide sequences of ITS2 spacer region of ribosomal operon in entomoparasitic 
nematodes of three flea species: Amphipsylla primaris primaris, Rhadinopsylla li transbaicalica, and Rhadinopsylla 
dahurica. Based on comparative phylogenetic analysis and identified high percentage of homology of the stated nucleotide 
sequences (92–99 %), appurtenance to Rubzovinema spp. species and close relation to earlier proposed by us multi-host 
species Rubzovinema polyxenica from C. tesquorum, A. rossica, and C. secundus fleas from Volga-Ural steppe plague 
focus has been established. For the first time ever separate branch of evolution of entomoparasitic nematodes – flea 
parasites, represented by Rubzovinema ssp., has been identified. Determined has been wide spread of Rubzovinema ssp. 
nematodes in biocenoses of steppe zone of Russia across Precaspian territory and Altai Mountains.
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показателями, определяется численностью блох. 
они обеспечивают перенос возбудителя Yersinia 
pestis между грызунами (классическая схема: 
грызун–блоха–грызун), способствуя развитию эпи-
зоотий. в свою очередь на численность блох ока-
зывают влияние паразитирующие в них нематоды. 
зараженность некоторых видов может достигать 
35 % [8]. энтомопаразитические нематоды вы-
зывают кастрацию и гибель блох. они являются 
естественными регуляторами численности блох в 
природе, и, как следствие, важным компонентом 
экосистем природных очагов чумы. недавно была 
разработана гипотеза «вертикальной трансмиссии» 
чумы, в соответствие с которой энтомопаразити-
ческие нематоды играют важную роль в переносе 
возбудителя чумы из почвенной биоты в наземный 
биоценоз, инициируя начало эпизоотий чумы в при-
родных очагах [1, 4, 6, 7]. 

нематоды, паразитирующие в блохах, относят-
ся к отряду Tylenchida. они до сих пор остаются 
малоисследованной группой энтомопаразитиче-
ских нематод. в том числе скудны и противоречи-
вы данные по описанию видов нематод-паразитов 
блох, распространенных на территории природных 
очагов чумы в россии. по данным литературы, все 
описанные виды энтомопаразитических нематод 
относятся к моно- или олигоксенным видам, пара-
зитирующим на одном или двух видах хозяев. для 
нематод-паразитов блох также характерна строгая 
гостальная специфичность [11]. однако недавно 
нами при исследовании энтомопаразитических не-
матод, выделенных на границе волго-уральского 
степного очага и саратовской области от различных 
видов блох грызунов, были получены данные, про-
тиворечащие общепринятому мнению о строгой хо-
зяйской специфичности нематод, паразитирующих 
в блохах. впервые описана полигостальная немато-
да, встречающаяся в блохах, по крайней мере, пяти 
неродственных между собой видов: Citellophilus 
tesquorum, Аmphipsylla rossica, Ctenophthalmus 
secundus, Neopsylla setosa, Frontopsylla semura, ко-
торые являются переносчиками чумы в очагах; 
описаны морфометрические характеристики пара-
зитических самок и личинок, а также особенности 
жизненного цикла этой энтомопаразитической не-
матоды. по комплексу признаков установлена при-
надлежность обнаруженной поликсенной нематоды 
к роду Rubzovinema [Tylenchida: Neotylenchidae]. к 
нему относится единственный описанный ранее вид 
R. ceratophylla (и.а.рубцов, м.а.самуров, 1981), 
для которого, по мнению о.в.слободянюк (1991), 
характерна моногостальная специфичность для блох 
Citellophilus tesquorum, распространенных на малом 
суслике в природных очагах чумы прикаспия [9]. 
выявленный нами новый полигостальный вид эн-
томопаразитических нематод было предложено на-
звать Rubzovinema polyxenica [2, 10]. зараженность 
этим паразитом в популяции блох достигала 21 %, 
что, несомненно, может оказывать влияние на их 

численность. высказано предположение о том, что 
новый поликсенный вид способен влиять на чис-
ленность популяции блох, а, следовательно, и на 
динамику эпизоотических процессов в природных 
очагах чумы. проведено секвенирование последо-
вательностей генов рибосомного оперона нематоды 
R. polyxenica, которые были введены в международ-
ную базу данных NCBI GenBank как Rubzovinema 
spp. ранее в этой базе последовательности энтомо-
паразитических нематод, включая R. ceratophylla, 
отсутствовали. в то же время данные по нуклео-
тидным последовательностям рибосомного оперо-
на очень важны для установления систематической 
принадлежности нематод, поскольку существуют 
большие трудности анализа нематод по морфометри-
ческим данным и по стадиям их жизненного цикла. 
систематическая принадлежность многих нематод 
нуждается в пересмотре на основе более надежных 
данных генетического анализа. возможно, это так-
же приведет к изменению установившегося мнения 
о строгой хозяйской специфичности энтомопарази-
тических нематод, паразитирующих в блохах. 

для расширения сведений нами проведено ис-
следование нематод, выделенных от блох грызунов в 
горно-алтайском высокогорном очаге чумы. целью 
исследования явилось определение систематической 
принадлежности выделенных от блох энтомопарази-
тических нематод на основе секвенирования участ-
ков нуклеотидной последовательности рибосомного 
оперона. с учетом полученных данных установлена 
принадлежность выделенных энтомопаразитиче-
ских нематод к Rubzovinema spp.

материалы и методы

материал для исследований собран в кош-
агачском районе горно-алтайского высокогорно-
го очага чумы в период с 10 по 23 августа 2016 г. 
и с 21 августа по 18 сентября 2017 г. просмотр и 
вскрытие блох осуществляли, как описано ранее [2]. 
освободившихся из гемоцеля самок и личинок па-
разитических нематод собирали в микропробирки c 
глицерином для консервации и последующего выде-
ления днк.

днк нематод для генетических исследований 
получали с помощью набора для выделения днк 
«амплипрайм® днк-сорб-ам» в соответствии с ин-
струкцией производителя. при постановке пцр ис-
пользовались праймеры 58d1 и 28r1 на последователь-
ность спейсерного участка ITS1 (internal transcribed 
spacers) ITS2 [10]. для проведения пцр использовали 
набор биомастер LR HS-пцр (ооо «биолабмикс», 
новосибирск). секвенирование полученных в пцр 
фрагментов проводили на генетическом анализаторе 
«Applied Biosystems 3500xL». анализ полученных по-
следовательностей выполняли при помощи программ 
Mega 7.0 и алгоритма BLAST. 

Филогенетический анализ выполняли путем 
сравнения полученных последовательностей ITS2 
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рибосомного оперона с аналогичными последова-
тельностями нематод из базы данных NCBI GenBank. 
для выравнивания нуклеотидных последовательно-
стей использовали программу ClustelW. для постро-
ения дендрограмм применяли программное обеспе-
чение Ugene и алгоритм Maximum Likelihood.

результаты обсуждение

в исследовании изучено 582 экземпляра блох, 
в том числе 257, выделенных в 2016 г., и 325 – в 
2017 г. спектр блох, пораженных нематодами, ока-
зался достаточно широк. зараженность энтомопа-
разитическими нематодами в 2016 г. выявлена у 
блох Paradoxopsyllus scorodumovi (от серого сур-
ка Marmota baibacina), Rhadinopsylla dahurica (от 
длиннохвостого суслика Spermophilus undulatus), 
Rhadinopsylla li transbaikalica (от длиннохвостого 
суслика), Amphipsylla primaris primaris и Frontopsylla 
hetera (c плоскочерепных полевок Alticola strelzowi). 
в 2017 г. энтомопаразитические нематоды обнару-
жены у блох Oropsylla silantiewi (алтайский сурок 
M. baibacina), R. dahurica (длиннохвостый суслик 
S. undulatus, входы нор), R. li transbaicalica (пищу-
ха даурская Ochotona dauurica), Amphalius runatus 
(монгольская пищуха Ochotona pallasi), Frontopsylla 
frontalis baikal (входы нор). таким образом, немато-
ды выявлялись у восьми видов блох, распространен-
ных в горном алтае. 

нами проведено выборочное исследование па-
разитических нематод, выделенных от блох (табли-
ца). для анализа отобраны образцы материала с не-
матодами из трех разных блох – A. primaris primaris 
от плоскочерепных полевок (2016), R. hadinopsylla li 
transbaicalica от даурской пищухи (2016) и от R. da-
hurica из входов в норы грызунов (2017). места сбо-
ра образцов отмечены на карте (рис. 1).

при исследовании трех зараженных блох, вы-
бранных в качестве образцов, в полости тела блох 
наблюдалось от 1 до 4 гигантских паразитических 
самок и большое количество личинок (больше сот-
ни). в блохах отмечен только один тип половозрелых 
особей – паразитические инвазивные самки. исходя 
из этого можно предположить, что в блохе выявлен-
ные нематоды проходят только одну паразитическую 
стадию, в то время как другие стадии жизненного 
цикла (одна или несколько) проходят вне хозяина.

Молекулярно-генетический и филогенетиче-
ский анализ выделенных паразитических нема-
тод. для определения систематической принадлеж-
ности выделенных энтомопаразитических нематод 
проведено секвенирование наиболее вариабельного 
(и высокоинформативного) участка рибосомного 
оперона – спейсерной области ITS2. для амплифи-
кации ITS2 использовали праймеры 58d1 и 28r1 [10]. 
полученные пцр фрагменты размером 700 п.н. сек-
венировали и сравнивали с последовательностями 
ITS2 области других нематод из базы данных NCBI 
GenBank (рис. 2). в анализ взяты последовательно-
сти изолятов, филогенетически наиболее близких 
энтомопаразитическим нематодам [11].

в результате выявлено высокое сходство после-
довательностей ITS2 из образцов днк нематод из 
горного алтая и Rubzovinema spp., ранее выделен-
ных нами в волго-уральском степном очаге чумы 
(таблица). данная область рибосомного оперона эн-
томопатогенной нематоды из блохи A. primaris pri-
maris имела 99 % гомологии при 100 % покрытии 

Происхождение и филогения энтомопаразитических нематод, выделенных в Горно-алтайском высокогорном очаге в 2016–2017 гг.
Origin and phylogeny of entomoparasitic nematodes, isolated in Gorno-Altai high-mountain focus in 2016–2017

вид блохи источник место сбора в кош-агачском районе  
республики алтай

Филогенетическая принадлежность. 
покрытие/гомология по участку 
ITS2 нематоды Rubzovinema spp. 

№ KF1552 83.1 GenBank

Amphipsylla primaris primaris плоскочерепная полевка  
Alticola strelzovi

вершина уландрыка, точка 1, координаты: 
E 89.020023º, N 49.537303º

100 % / 99 %

Rhadinopsylla li transbaicalica даурская пищуха Ochotona dauurica 834,2 богуты, т. 5, координаты:  
E 89.45944º, N 49.76697º

100 % / 95 %

Rhadinopsylla dahurica входы нор 834,1 Юстыд т. 2, координаты:  
E 89.317333º, N 49.758998º

100 % / 92 %

рис. 1. точки сбора блох, зараженных энтомопаразитическими 
нематодами, в кош-агачском районе горно-алтайского высоко-
горного природного очага чумы: 
A – блоха Amphipsylla primaris primaris (2016, плоскочерепные полев-
ки); B – Rhadinopsylla li transbaicalica (2016, даурская пищуха); C – 
Rhadinopsylla dahurica (2017, входы нор)

Fig. 1. Sites of flea collection, infected with entomoparasitic nema-
todes, in Kosh-Agach District of Gorno-Altai high-mountain natural 
plague focus:
A – Amphipsylla primaris primaris (2016, flat-headed voles); B – Rhadinopsylla 
li transbaicalica (2016, Daurian pika); C – Rhadinopsylla dahurica (2017, at 
burrow entrances). 
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секвенированной последовательности с аналогич-
ным участком нематоды Rubzovinema spp. (№ KF1552 
83.1 GenBank) из волго-уральского степного очага. 
это позволяет предположить, что оба изолята от-
носятся к одному виду. необходимо отметить, что 
выделенные ранее изоляты энтомопаразитических 
нематод отнесены нами к полигостальному виду, 
который мы предложили назвать R. polyxenica. этот 
вид паразитировал в пяти видах блох: C. tesquorum, 
А. rossica, C. secundus, N. setosa, F. semura в волго-
уральском степном очаге. Факт выделения нематоды 
из блохи A. primaris primaris в горном алтае, близ-
кой R. polyxenica, расширяет наши представления о 
спектре блох-хозяев энтомопаразитических нематод 
Rubzovinema spp., их ареале и значении в биоценозах 
природных очагов чумы.

при секвенировании ITS2 области двух дру-
гих образцов паразитических нематод из горно-
алтайского очага также выявлен высокий процент 
гомологии сравниваемых последовательностей. 
для нематоды из блохи R. li transbaicalica он со-
ставил 95 %, а для нематоды из блохи R. dahurica – 
92 %. как следует из дендрограммы, все исследо-
ванные нами изоляты нематод-паразитов блох, по-
лученные от имаго восьми видов, пять из которых 
(C. tesquorum, А. rossica, C. secundus, N. setosa, 
F. semura) выделены в волго-уральском степном 
очаге и три (A. primaris primaris, R. li transbaicalica 
и R. dahurica) в горно-алтайском высокогорном 
очаге, составляют отдельный тесно сгруппирован-
ный кластер, что говорит об их близком генетиче-
ском родстве. значительное сходство сравниваемых 

последовательностей позволяет предположить при-
надлежность этих энтомопаразитических нематод к 
Rubzovinema spp., с учетом того, что в анализе ис-
пользовалась наиболее вариабельная область рибо-
сомного оперона.

таким образом, по результатам проведенных 
в этой работе исследований определены нуклео-
тидные последовательности спейсерной области 
ITS2 рибоcомного оперона энтомопаразитических 
нематод трех видов блох: Amphipsylla primaris pri-
maris, Rhadinopsylla li transbaicalica, R. dahurica, 
собранных в различных участках в кош-агачском 
районе горно-алтайского высокогорного природ-
ного очага чумы в 2016–2017 гг. на основе сравни-
тельного филогенетического анализа и выявлен-
ного высокого процента гомологии нуклеотидных 
последовательностей ITS2 области рибосомного 
оперона (92–99 %) установлена их принадлеж-
ность к видам Rubzovinema spp. и близкое родство 
с полигостальным видом Rubzovinema polyxenica из 
блох C. tesquorum, А. rossica и C. secundus из волго-
уральского степного очага чумы. впервые установ-
лено наличие отдельной ветви эволюции энтомопа-
разитических нематод паразитов блох, составленной 
изолятами Rubzovinema spp. впервые получены 
доказательства того, что энтомопаразитические не-
матоды рода Rubzovinema широко распространены 
в биоценозах степной зоны россии в прикаспии и 
горном алтае.

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

рис. 2. Филогения энтомопаразитических нематод Rubzovinema spp., выделенных в горно-алтайском высокогорном очаге от блох 
A. primaris primaris (2016), R. li transbaicalica (2016) и R. dahurica (2017), в сравнении с энтомопаразитическими нематодами от блох 
C. tesquorum, А. rossica, C. secundus из волго-уральского степного очага (2013) по данным секвенирования ITS2 области рибосомного 
оперона (программа Ugene, алгоритм Maximum Likelihood)
Fig. 2. Phylogeny of entomoparasitic nematodes Rubzovinema spp., isolated in Gorno-Altai high-mountain focus from fleas A. primaris pri-
maris (2016), R. li transbaicalica (2016) and R. dahurica (2017) in comparison to entomoparasitic nematodes from fleas C. tesquorum, A. ros-
sica, and C. secundus from Volga-Ural steppe focus (2013) according to the results of ribosomal operon ITS2 region sequencing (Ugene soft-
ware package, algorithm Maximum likelihood) 
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