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ВведениеТоксоплазиоэ -  паразитарное заболевание человека и кизотьм... Несмотря на значительные успехи в изучении токооплазмоза, ветеринарная практика не располагает достаточно надежными и радикальными специфическими методами предупреждения и лечения этой болезни.. .Основное место в комплексе противотоксоплазмоэных мероприятий занимает диагностика, не она является далеко несовершенной.Диагностика токооплазмоза животных, особенно прч поисковых исследованиях, представляет немалые трудности. Оки вызваны ^тем,что в природе инвет место заражение животных токсоплазмами как ви р улентных, так и авирулентных штаммов (Галузо, 1965, 1969 ; Ляйганж 1957 и д р .) .  Первые вызывают у многих животных острое тенаиие я а й » - левания, клиника которого полиморфна, в то время как д агц р » гоГ|р0$у-- ют цисты в организме и приводят к латентной инфекция. (С зд асяф ш и е методы диагностики не обеспечивают дифференциального ;тд щ ел ея д а| носительства авирулентных и вирулентных форы и .стадий пиитической реакции у зараженного животного. В связи с этим ставится задача изыскать удовлетворяющие научный пойся и практические яуждн методы лабораторной диагностики токооплазмоза животных.В практике для диагностики токооплазмоза человека с успехом применяются реакция связывания комплемента (РСК) и реакция Свбина- ♦ельдмана (РСФ). Первая широко используется в СССР, вторая -  больше в США и западно-европейских странах. Серологические исследования животных по этим реакциям проводились медяками о целью уставов-' ления эпидситузции,в ветеринарной же практике они не применялись.! настоящее время разрабатывается;ряд новых для диагностики токсоплав моза серологических тестов: реакция непрямой гемагглютичации(РИГ), метод люминесцирующих антител (МАА)* реакция преципитация (РП ), реакция агглютинации (Р А ), реакция флокуляция (РФ) Я д р . ,  которые проходят опробирование и пока не ыогут быть рекомендованы для в е -



теркнарной практики,Ин поставили парод собой следующие задачи:1 .  Приготовить токооплазменные антигены И8 токооплазы,выделанных от разных видов животных, и дать им серологическую характеристику;2 .  Изучить диагностическую ценность РСК о токсоплазмеиным антнго- ной на сыворотках спонтанно и экеперииентально варахенных животных рЮалщчянх видов ;3 .  Дать оравжитвлтлую оценку серологическим тестем (РСК, РСФ,РНГ и Н М ) , чтобы рекомендовать их для лабораторной диагностики токсоялазмоаа различных видов животных. .
С О Б С Т В В И Н Ы Е  И С С Л Е Д  О В А Н  И Я 

Глава ! .  М А Ж РШ  И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Мы паучзли антигены, полученные из таксоплазм, выделенных от р«вличных видов животных. Наготовлены 50 серий рабочего антигена в лабораторных условиях, преимущественно из токсоплазы штамма “ нн", которые испытаны !ва 2958? сыворотках от животных, я 41 серин экспериментального антигена из токсоплазм разных нтаммов, полученных от животных (28 серии наготовлены в лабораторных и 18 серий в проиа- , ведственных условиях), которые испытаны на 419 сыворотках человека, спонтанно и экспериментально зараженных животных.Далее была изучена диагностическая ценность РСК,. РСФ, РИГ и Р А  на сыворотках крови от 88 видов спонтанно и, экспериментально ■нараженных животных (т ао л .1 ) и дана им сравнительная оценка,Вое сывороткиизученны е по РСФ, РНГ и ИЛА, параллельно проверялись но РОК, часть сывороток и сс^ д о в а я а сь  одновременно по четырем реакциям.Но РСК исследованы 272 г , экспериментально вара-
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Таблица I
Количество исследованиях сывороток крови различных животных по серологический реакцит

п . п : Группы животных ! ! Кол-во:  ВИДОВ; хивот- : ных
Т ” е ж и д и X :  В с  е г  0» РСК ; РС* ; н м ; р и г _» м ; э з: сз : ЭЗ : СЗ : ЭЗ : СЗ : ЭЗ :  СЗ : ЭЗ1 . С . - х .  животные 7 12764 1584 78 195 122 67 141 . 221 13105 20672 . Дикие коиктяю 7 144 323 9 25 5 7 19 18 177 3733 . Доыаиние плотоядные 2 1686 105 72 29 63 18 86 а г 1907 1744 . Дикие плотоядные 7 118 8 8 4 8 I 8 I ' . 142 145 . Ферменные животные 4 3231 - 26 - - - -  ч - $ 5 7 -6 . Домашние птицы 4 1046 166 84 69 56 18 40 14 . 1226 267 '7 . дикие птицы 16 50 а д 13 15 9 -  : 9 -Т-’ 81 46 18 . Насекомоядные 4 285 10. 22 - 9 - . .  9 -• 325 109 . сапцеоОразные 4 07(1 -  - I I - I I - I I - 431 -10. Грызуны 27 1422 2 34 - 34 - Э4 - 1524 2I I .  Лабораторные животные 5 1160. 2526 135 171 81 65 79 62 1455 28241 2 . Рептилии I - 180 — - - - - — — ’ 180Итого: 88 22304 4935 492 508 398 176 495 338 23630 5957 :Примечание: СЗ - не спонтанную зараженность 29587-

ЭЗ -  у экспериментально аараженных животных
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венных животных. различных видов, за которыми сотрудниками лаборатории велись наблюдения в динамике болезненного процесса. По РСК в различных сочетаниях с РСФ, РНГ и ИЛА проверено 732 животных на спонтанную зараженность и 252 экспериментально зараженных животных, сыворотка которых исследовалась многократно. Дано сравнение методик РСК пфм длительном (в  холодильнике +4°С) н обычиом (в термостате + 3 7 ° ^  связывании на основе изучения 222 сывороток от зараженных жкв&таьх.Для зараже .и я  животных и для изготовления акспериыентальных серий антигена были использованы чО штаммов токсопдазм, большинство ив которых выделены в  налей лаборатории от различных видов животных Сыворотки дзп исследования и данные о возрастном, половом составе и других особенностях животных были любезно нам предоставлены сотрудниками кашей лаборатории: В.И.Голосовын (копытные), Е.М.Кузовкиным (сви н ьи ), С.М .Пак (птицы), А .В.Л евит (грызуны), В.Ф.Новинокой (пдо-4тоядные и ферменные).РСК ыы ставили по типу классической реакции Борде Хангу в проц ессе длительного связывания. 0 целью увеличения чувствительности теста применительно к исследованию сывороток различных видов животных, ш  произвели некоторое уточнение отдельных этапоь ее постановки и усовершенствовали приготовление токсоплазменного антигена.РОК стзгили в объеме I  ил. Исследуемая сыворотка инакткровалась в водяной бане в течение 30 минут у крупного рогатого с к о т а , буйволов .и  сзишей при температуре 5 7°; овец, коз -  5 9°; лошадей -  5 8-5 9 °; о сл ов, мулов -  6 4 °; соб зк , кошек и других хнг,о'ых -  6 5 °; кроликов И зайцев -  6 5 °; морских свинок -  5 6 °; крыс и мышей - .6 0 °  к у  птиц ври 58-60°С>. В день постановки РСК предварительно производили ти-* троганяа комплемента в присутствии антигена и нормальной оыворот*1|| крови тоге вида жазоткого, сыворотку которого необходимо было ис^ !



- 5 -следовать. Основное разведение комплементе 1 :2 0 , интерне» при титровании 0 ,0 1 , надбавку комплемента для главного опыта допуск • ли 20-50% (в зависимости от вида животных). РСК ставили методом длительного связывания.РСФ ставиля по предложенному Сабиныы и Фельдманом (8 аЫ п , Т*1<1т « п , 1948) методу с модификацией Тальхаммера (ТЬа1сЪап*1в г , ! «V- >За основу постановки РНГ мы брали метод Джекобса и Лунде и аоо Ъ в , Ьопйв, 1957) с учетом некоторых модификаций Уминского (Оп1пвк1 ,  1964). Использовали антиген собственного изготовления, который пригоден для теста беа потери рабочего титра в течение 2-3 месяцев и антиген, изготовленный по методу Джекобоа-Лунде. Перед постановкой РНГ для каждой оерня антигена определяли оптимальную сенсибилизирующую д о з у , за рабочий титр принимали 2 единицы.Ш  проводили по Уэллеру и Кунсу (И в П в г , Соопв, 1954) с помощью непрямого метода я с применением комплемента по Гольдвассеру и Шепарду (Оо1а»авввг, зсЬерагй, 1959). Люммнесцирующие сыворотки получали из Института эпидемиологии и микробиологии им.Н.Ф.Гамалея АМН СССР. Просмотр препаратов производили при понощн люминесцентного микроскопа МЛ-2.
ГЛАВА П . АНТИГЕНЫ, ПОЛУЧЕННЫЕ ИЗ ШТАММОВ Т0КС0- ПЛА8М, ВЫДЕЛЕННЫХ ОТ ЖИВОТНЫХ

П р и г о т о в л е н и е  а н т и г е н а  в л а б о р а т о р н ы х  у с л о в и я х .  Токсоплазменный антиген готовили для РСК и РНГ следующий образом: белым мышам вводили внутрибрюшинно по 0 ,2  ил (1 :20 ) эксудате от белых мышей, зараженных токсоплазмами определенного штамма. Не 3-4 день этих мышей забивали, шприцем отсасывали эксудат и выливали в предварительно взвешенные стерильные центрифужные пробирки, затем в шприц набирали по 0 ,5  мл физиологи-



- в -ческого раствора, промывали им брюшную полость мышей и выливали его туда же. Эксудат проверяли на наличие токсоплазм и посторонне!» микрофлоры путем микроскопирования м азка, окрашенного по Романов- и»окому-Гимва. В одном мл эксудата должно быть не менее 20 млн. пара- аитов. Далее пробирки с эксудатом центрифугировали 30 мин. при ЭОО0 о б ,м и н ., надосадочную жидкость удаляли, сырой осадок взвешивали, в пробирки добавляли дистиллированную врду в количестве равном половине надосадочной жидкости, полученную взвесь гомогенизировали в микронзмельчцтеле в течение 15 мин, и оставляли в рефрижераторе на двое суток, периодически згзбалтывая. Полученную суспензию пятикрат- но. замораживали и оттаивали в ледяной углекислоте при температуре -  5 0 °С , затем заливали эфиром из расчета 1 :8  ( I  часть суспензии,2 части 'эфира), смесь в банке с бусами встряхивали в шуттель-аппа- рате в течение 2 ч асо в , переливали в колбу с притертой пробкой и оставляли в холодильнике на сутки. На второй день в колбе образуются три слоя: верхний вфирный, средний тканевой и нижний водный, последний отсасывали и Центрифугировали при 8000 об.мин. Надосадочную жидкость сливали и добавляли к ней дистиллированную вод у, крепкий раствор хлористого натрия и фенола из расчета 1:100 к сырому осадку из такого расчета, чтобы антиген содержал 0 ,8 5 ^  КаС1 и 0,25% фенола. Один мл основного маточного разведения антигёна содержал С ,1  мг общего азота по Кельдалю, Каждую серию антигена ватам титровали* дважды но квадратной схеме о тремя сыворотками различной а к - ! тивнооти. •Г 'Г Для проверки чувствительности антигейн, приготовленного лабораторным методом, мы провели ряд параллельных исследований с а н т и -, йенами,Заготовленными производственным методом в йЭМ им. Гамалея ^ в Одесском НИИНЭ" им, Мечникова (соответственно 240 и 51 сыворотки, полученных от зараженных животных различных видов ) .  Процент



- 7 -вр|квд эн чя положительных и отрицательных результатов был 82 и $ , 3  "роцент расхождения -  18 (43 сыворотки) и 17,65 (9 сывороток) сраж ался за счет положительных сывороток В низких титрах по РСК о лабораторным антигеном и отрицательных результатов со сравниваемыми Параллельно с лабораторным и московским антигенами было иосла- довано 54 сыворотки от человека. Совпадение результатов отмечено в 9 6 ,3 $ , расхождение -  3 ,7  (2 сыворотки), которые с первым антигеном были положительными, со вторым -  отрицательными.
С е р о л о г и ч е с к а я  х а р а к т е р и с т и к а .а н т и г е н о в  "

I  серия: Серологическая характеристика антигенов. Пригбтовлен-  ных лабораторным методом из токсоплазм вирулентных штаммов. Нами изготовлены 23 серии антигена из токсоплазм 22 вирулентных штаммов, выделенных от различных видов животных и одного штамма от человека. Условия приготовления в сех антигенов были совершенно одинаковыми и работа проходила в следующем порядке. Все испытуемые антигены были одновременно лротитрованы о двумя гипериммуннымв оывороткеми. В качестве контроля был взят тканевой антиген, приготовленный иа сел езенок здоровых белых мышей (1 :5 0 0 ) , антиген производства ИЗМ им. Гамалеи и антиген, используемый нами в ежедневной лабораторной практике. Параллельно изучены все испытуемые и вышеупомянутые контрольные антигены с 20 различными сыворотками-в разведении последних 1 :5 , полученными от животных, зараженных токсоплазмами вирулентных и авирулентных штаммов, и с пятью иммунными сыворотками от животных в разведении 1 :5 , 1 :1 0 , 1 :2 0 , .1:40, 1 :8 0 . Титрование антигенов и результаты двух опытов показали, что антигены, приготовленные из штаммов токсоплазм, выделенных от различных видов, животных, идентичны но свое!! активности и не уступают антигену из токсоплазм



- 8 -, приготовленному как по нашему методу, так к ая о д ч м у .ч-ой.-шодсг-вс ИЭМ им. Гамалеи АМН СССР.Выявлялась антигенная идентичность авирулентных форм токсо-1 плазм с вирулентными, т .е .  нужно было определить вырабатывают ли животные, зараженные токсоплазмами авирулентных штаммов, антитела, которые могут быть выявлены в РСК с  антигенами, приготовленными аа токсоплазм различных вирулентных штампов. Опыт ставился с сыворотками крови от 20 кроликов, зараженных внутрибрвшиняо в дозе 2 ,0  на суспензии головного мозга мышей, инфицированных токсоплазнаки различных авирулентных штаммов. Сыворотки от зараженных животных исследовались одновременно с  23 испытуемыми и контрольными антигенами в динамике болезненного процесса. Самый короткий срок постановка ННС после заражения -  7 дней и самый большой -  2 го д а , в пределах этого времени РСК ставилась I I  раз (исследовано 96 сывороток). РСК е антигенами и сыворотками кроликов дали положительные показания, титр антител которых выявлялся спустя неделю после заражения и достигал своего Максимума (1:640) спустя 1 -1 ,5  месяца после Зараже-, имя. Тканевой антиген во в сех опытах дал отрицательные показания,2 сепия: Серологическая характеристика антигенов, приготовленных производственным методом из токеоплазм вирулентных и авируяент- ных штаммов Приготовлено 18 антигенов из токсоплазм 14 вирулентных и 4 авирулентных штаммов, выделенных от различных видов жилетных и человека, при совершенно одинаковых производственных услов и я х, В качестве контроля иеяЛгьзовали антигены из вирулентного штамма “ КН" (из Института зоологии АН КеэССР, ■ Одесского вавода бакпрепаратов НШВЭ им.И .И ,М ечникова и из ИЭМ им. Н.Ф.Гамалеи ).<  •Испытуемые и контрольные антигены были протитрованы одновре-х) Работа выполнена в соавторстве: И .Г .Г а л у з о , А.М .Кривкова, •• М.К.Бокова -из Института зоологии АН К азССР; Н .И .Севастьян ова, . А.Е.Григоращ енко, М.Е.Мельник и Л .С .Б о гд а и а д  из Одесского * " Ю1ШВЭ. • *



- 9 -меино о 14 положвтельшми сыворотками различной активности» Антигены^ наготовленные из авирулантиых штаммов, проверялись в низких титрах ( 1 :2 , 1 :4 ) ,  и только с сыворотками высоких титров антител они дали положительные результаты. Антигены из вирулентных штаммов при проверке на вывеперечисленных сыворотках обладали высокой активностью и давали нрииерна идентичные результаты.Кроме т о го , вое антигены проверены на 284 сыворотках, в том числе, на естественную заражённость от человека -  7 8 , от животных -  124 и от акопериментально зараженных животных -  8 2 . Результаты исследований показали, что ггаимы токсоплаам, выделенные от различных видов животных, идентичны: , между оебоя к  родственны токсопяазмам человека.ГЛАВА 1 . СЕРОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ТОКСОПЛАЗМОЗА У РАЗЛИЧНЫХ ВИДОВ ЖИВОТНЫХРСК при  исследовании сывороток крови спонтанно засаж ен а*» животных. У различных видов животных при Спонтанном токсоплазмоиосй- тельетве,РСК о антигеном, приготовленным в лабораторных условиях,' выявила в сыворотках токсоплаэменные антитела в значительном проценте, у представителей почти всех 87 видов животных ( т а б л .2 ) . Отсутствие антител в сыворотках некоторых видов, видимо, объясняется малым количеством обследованных животных. Титры положительных сывороток для большинства животных были 1 :5 , 1 :1 0 , редко 1:20 -  1 :4 0 , у кроликов ^плотоядных 1:360 (предел).Приведенные данные свидетельствуют, что пораженность токсоплаз- мами отдельных групп животных довольно высокая. РСК с антигеном собственного изготовления является хорошим тестом для определения за раженности при массовом исследовании животных на токсоплазмоз.При параллельном исследовании сывороток крови крупного рогато-
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Таблица 2Р е з у л ь т а т  исследования животных на спонтанную зараженность токсоплазмаыи по РСК‘ К ол-во; Положительные* й в д и г д а р  I ‘.дован- :ных : голов ■•,аосол..‘ число•• ■: % 1 а
I .  Сельскохозяйственные животные 7276^ ’ С? видов) г т Ш  -

1:2. Дикие копытные ( ?  видов) 144 36 . 2 ‘Г3 . Доиавние плотоядные (2 вида) 1686 566 3 3 ,5  1 1 ,14 .  Дикие плотоядные (7 видов) 118 25 2 1,1  *  3 ,7
5 .  Ферменные животные (4 вида) 3231 911 2 8 ,1  % 0 ,8б . Домашняя птица (4 вида) 1046 194 1 8 ,5  1 1 ,27 . Дккав птица (16 видов) 50 7 14 1 4 ,8В . Насекомоядные (4 вида) • 285 15 ф  1 1 ,39 . Зайцеобразные (4 вида) 398 135 3 3 ,9  1 2 ,31 0. Грызуны (27 видов)1 1. Лабораторные'животные (5 ви- 1422 354 2 4,8  1 1 ,1

ДОВ) 1160 236 2 0 ,3  + I #Итого: (87 видов) 22304 5361 !* о >!-*■ о ъ со
го окоте, свиней, аайцев-песчаников с двумя антигенами (токсоплаз- иеяным и бруцеллезным) перекрестные реакции между ними отсутствовали. ‘Белые мыши, зараженные еыцефалитозоон, дали отрицательные ре- __ аультаты е токсопдааменщш антигеном. Вое это свидетельствует о :специфичности РСК цри токсоплазиоае. В пользу специфичности РСК у ,ляджо говорит тот факт, что штаммы токсоплаам в навей лаборатории*№ыхн выделены от овец, свиней, со б ак , конек, лноиц, песцов, суожи- д о в , кролика, к у р ‘и уток , сыворотки крови которых имели положительные результаты по РСК.I



- II

Молодые животные в возраоте 0 ,5 -2  года (крупный рогатый ск о т , овцы и свиньи) дали наивысший процент положительно реагирующих, по сравнению с другими возрастными группами. У дикого кабана, дОмаинйх к диких плотоядных, зайцев-русаков, вайцев-песчаников, сусликСв-пео- чаников с возрастом процент положительно реагирующих у вел и ч и в ав ^ *. Самки всех возрастных групп животных дают несколько больший процен* реагирующих, чем самцы, что объясняется их физиологическими особенностями.У свиней с низкой упитанностью процент положительно реагирующих был выше (3 2 ^ 5 ,5 ) , чем со средней и выше средней (1 4 + 3 ,3 ); Не выявлено особых различий по РСК у породных групп свиней.Несколько различными были показания РСК у животных, находящихся в различных естественно географических зонах. Так ^процент положительно реагирующих у зайцев-русаков и сусликов-песчаников, добытых в пойме р .У р ал а , бал гораздо выше (4 0 ,9 +1 0,4  ; 4 5 ,4 + 1 5 ,0 ) , чем В пустыне (2 1 ,2 + 7 ,1  ; 1 8 ,8 + 2 ,6 ) .Показания РСК в зависимости от сезона прослежены в сыворотках свиней, летучих мышей и зайцев-русаков. Зараженность свиней в в есенне-летний период составляла 50,1%, осенью 34,8% ; у зайцев-русаков процент положительно реагирующих распределялся по разному: осенью -  2 7 ,2 , зимой -  З С + 4 ,1 , летом -  2 9 ,1 + 6 ,1 . Больший процент зараженности получен при исследовании сыворотки крови рыжей вечерницы в зимних колониях (5 ,8 + 1 ,9  по сравнению о летними 3 ,7 ) .Все это позволяет сделать вывод о высокой ценности РСК для изучения эпизоотологической ситуации и изучения природных очагов токсоплазмоза.РСК при исследовании сывороток крови экспериментально зараженных животныхНами изучалась специфичность и чувствительность РСК при после
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давании сывороток крови экспериментально зараженных токсоплазмами вирулентных и авирулентных штаммов животных в динамике инвазионного процесса.Изучались сыворотки сельскохозяйственных животных от крупного рогатого скота ( 9 ) , овец (1 2 ) , коз (1 2 ) , свиней ( 2 5 ) , лошадей ( 2 ) , оолов (2) и от верблюдов ( I ) ,  до опыта отрицательно реагирующих но РСК. После заражения животные исследовались ежедневно в течение 15 дней, затем через 7-10 дней в течение одного года и , д ал ее, через месяц до конца наблюдения. Установлено, что при любом способе заражения различными штаммами в организме жилотных образуются комп- лементсвязывающие антитела. Появление антител, высота титра и длительность их сохранения зависела от быстроты развития болезненного процесса^.Данные о времени появления антител в зависимости от способа инфицирования представлены на табл. 3 , из которой видно, что при заражении животных токсоплазмами авирулентных штаммов в большинства случаев появление антител у них запаздывало по сравнению с животными, зараженными вирулентными штаммами, высота титров независимо от вирулентности штаммов, спустя 15-45 дней после заражения достигала овоего предела -  1 :5 -1 :6 4 0 , удерживаясь на таком уровне до 80 дней. Надо отметить, что при внутрибрюшннном, внутримышечном и подкожном способе введения заразного начала титры антител по РСК были выше, чем при заражении животных на слизистую влагалища или на слизистую г л а з а .Длительность выявления антител в крови животных также была различной. Например, при заражении коров вирулентным штаммом антитела в одном случае исчезли из крдви на 147 день, в другом они опт ределялис* до двух лет (не предел). То же можно сказать о сыворот- ках крови других видов животных. В большинстве случаев у инфициро-



Таблица 3Сроки выявления антител по РСК у животных в зависимости от способов заражения токеоплазнаки вирулентных и авирулентиых т а н к о в  (в днях)
К»п/п

С п о о у б ы а е р а ж е н и ̂ ж
Животные :в н у - :в н у - :п о д -:и а  :т р и - :т р и - :к о ж -:о к а - :н а -:оли-:брю- :ны :иии- :иен- :ный :ныН : :

:и н - :иа :и н - :т р а - :о л и - :т р а -:ны! :р и ф и -:р *г :з и о - :и а з а -:8 и с -  :д е р - :ц и р о -:о а  :тую : явный:тую :ы8дЬ- :в а н . : :в л а - : : глаза:ный;кожу ;  :г в л и -: : :1 . Крупный ро- -  6 - Ц .гатнй окот Л ?  52 . Овцы3 . Ковы4 . Свиньи5 . Лошади6 . Ослы

5 -12 . 12____ Ц _  106 - -  -  8
г_ 1 0 __2=11. ̂ 5.7 3 Г 7 - 2 Г-  5 6 10

3514 98 7-8 10-13
I »

7 . Верблюды I I
8 . Сибирские козероги9 . Архары

7
10. Дикий кабан
1 1 . Уреал
1 2 . Сайгаки
13. Собаки — д - - д -  12 11-19
14. Медведь 8
15. Кролики 7 7-  7 Л 0Примечание: В числителе -  при вирулентных штанмах В аваненателе -  при авирулевтных -  не иоследовались



ванных животных титр антител к концу года после заражения был низким, г . е .  не превышал 1 :5 ; у одних животных он и счезал , у других выявлялся на таком уровне в течение 2-3 лет (срок наблюдения;.При многократной заражении (до 13 рае) внутриназально лошади и внутрибркшшнно осла титр антител повышался у них до 1:640 (предел).Изучались сыворотки, полученные в нроцеосе заболевания от диких копытных: 3 сай гаков, 7 сибирских козерогов, 2 ерхаров и от I  у р е а а а . Сайгаки оказались очень чувствительными, при заражении ток- соплазмами авируяентных штаммов они гибли на 18-23 ден ь. Комплемент- связывающие антитела появились на 9 ден ь, к моменту гибели титр их повысился до 1 :1 0 . Сыворотка от остальных видов копытных, зараженных токсоплазиами различных вирулентных штаммов, в РСК давала положительные показания в титрах от 1:5  до 1:160 при длительности сохранения антител от нескольких месяцев до 3 ,5  лет (срок наблюдения).Исследовались сыворотки от 14 со б ак , в том числе от восьми со б ак , инокулированных подкожно, сыворотка исследовалась через 7-10 дней после заражения. Антитела выявлялись на 11-19 ден ь, к 1 ,5  месяцам титр 1 :5  -  1 :1 6 0 , к шести месяцам в сыворотке от 5 животных они перестали определяться. Остальные собаки при однократном обследовании дали положительные результаты.В сыворотке от медведя, инфицированного подкожно токсоплазыамя вирулентного штамма, антитела появились на 8 день, через две недели титр 1 :2 0 , к 3 ,5  месяцам 1 :8 0 .Бри изучении РСК с сыворотками крови допевшей птицы оказалось^ что при любом способе заражения реакция обладала неполной воспроизво дикостью результатов.При исследовании по РСК сывороток от неоднократ но зараженных птиц в течение 32 дней не удавалось выявить у них анти тел а . Только у некоторых птиц спустя два месяца после заражения появились антитела в титре 1 :5  на д в а , три к р ест а , Исключение со



ставляют голуби, у которых при любом способе заражения с 23 дня и до 5 месяцев в РСК определялись антитела в титре 1 :5 , 1 :1 0 .С сыворотками искусственно зараженных ежей и летучих мышей в большинстве случаев получен положительный результат по РСК в титрах 1 :5 . Изучались сыворотки от лабораторных животных: 74 кроликов,35 морских свинок и 6 белых крыс. У 33 кроликов, зараженных токсо- плазмами различных авирулентных штаммов внутрибрюшинно и подкожно,' антитела появились, как правило, на 7-10 ден ь. Титр юс к концу второго месяца достигал своего максимума ( 1 :6 4 0 ) . Длительность наличия антител выявлялась до трех лет (срок наблюдения) в довольно высоких титрах (1 :4 0 , 1 ;8 0 ) . Среди 24 кроликов, зараженных внутримышечно и ' подкожно вирулентными штаммами, большинство погибали на 7-13 ден ь.У сохранившихся животных антитела появлялись на 7 ден ь, к концу 1 -1 ,5  месяцев достигали своего максимума (1:640) и сохранялись с небольшим понижением до 5 месяцев (срок наблюдения). При неодно- , кратном заражении токсоплазмами вирулентных штаммов 17 кроликов титр у них не превышал 1:320 в течение месяца.При систематическом исследовании сывороток от 30 многократно зараженных внутримышечно морских свинок токсоплазмами вирулентных штаммов уотановлено, что антитела появились у них на 6 -7  день, к концу месяца титр достигал 1 :1 6 0 , при повторных заражениях он не превышал 1 :3 2 0 . При исследовании сывороток от 5 морских свинок, за раженных токсоплазмами авирулентных штаммов, антитела в их сыворотках обнаруживались в течение двух пет после заражения. Крысы, зараженные токоеплазмами вирулентных штаммов, реагировали положительно по РСК на 7-12 день после заражения и в течение восьми месяцев р еакция оставалась положительной.6 сыворотках крови от 20 черепах, начиная с 5 и до 300 дня
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после заражения, во всех случаях получены отрицательные результаты.На основе изложенных данных, можно счи тать, что РСК является чувствительным методом при исследовании различных видов животных, о чем говорит довольно высокий процент положительно реагирующих. Кроме т о го , этот метод является специфичным, на что указывает увеличение титра токсоплазыенных антител в динамике болезненного проц е с с а , выделение штаммов токсоплэзм от положительно реагирующих и отсутствие перекрестных реакции между токсоплазменныи, бруцеллезным и другими антигенами. Показания РСК завис#т от зараженности животных, а последняя от возр аста, пола, упитанности, а также от биотопа, сезона и содержания и х . Колебание процента зараженности животных в зависимости от указанных факторов также говорит в пользу специфичности РСК с токсопдазменным антигеном, приготовленным в лабораторных условиях. Наименьшая чувствительность РСК отмечена при исследовании сывороток птиц. Этот метод совершенно не пригоден для исследования сывороток черепах.ГЛАВА ХУ. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА РАЗЛИЧНЫХ СЕРОЛОГИЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ ПРИ ДИАГНОСТИКЕ ТОКСОПЛАЗМОЗА ЖИВОТНЫХ
Специфичность и чувствительность реакции с красителем (РСФ), реакции люминесцирующих антител (ЫЛА) и реакции непрямой геиагглю- тинации (РНГ) проверены нами при исследовании сывороток крови от спонтанно.и экспериментально зараженных животных токсоплазмами штаммов различной вирулентности. Для контроля и сравнения применяли реакцию связывания комплемента (РСК).Всего в сравнении с РСК по трем тестам: РСФ, РНГ и МЛА изучены 2348 сывороток, в том числе 1326 -  от спонтанно и 1022 -  от экспериментально зараженных домашних и диких животных (т а б л .4 ) .При сравнении наиболее широко используемых диагностических



Таблина 4
л С' /  / У

Роаулэи?эт1г с р » и к « и а а к я »  вщ чет я ттфюяахтшнскх - т е с т е в * ? *  токеояизн ове животных
Сравниваем*»Г6СТН Кол-во &  -  т  положи- :%■  1 т попожн- 

ясслвдо-гтельнях ре- :тельных ре- 
ванных *.8ультатов по гзультатов по 
сыворо- :РСК Сравниваемому
ток : Песту

*  •

% ±  И  совпадений :________Н е с о в п а д е н и я1»» положите ль* % 1 »*• п олож и те»- :вых результатов: ных резуш татов :по РСК я отри- : по сравниваемому 
:цательных по :  тесту и отри цате»-:сраввиваемо11у : ннх по РСК : тесту_______________:______________ _____________ _■ При спонтанном зараженииРСК и РСФ 492 12,2. 1 1,к 16,8 ± 1 ,6 92,1 € 1 ,2 1 ,4  ± 0 ,5 6 ,5  ± 1 ,1

рск и гаг 436 13,7 1 1 ,6 13,9 1 1 ,6 8 9 - - 1  1 ,4  - 5 ,3  *  1 ,0 5,7  1 1,1РСК и 1Ш 398 9 ,5  ± 1„4 14,5 ± 1 ,7 8 9,9  1 -1 ,5 2 ,5  % 0 ,7 7 ,5  % 1,3Ври экспериментальном зараженииРСК и Р С * . 508 .75,4 € 1 , 9 90,9  ± 1,2 8 3,7  ± 1,6 0 ,3  ± 0,24 16 € 1 ,5р с к  и г а г ; 338 __ 6 9,5  € 2 ,7 74,5 ± 2 ,3 79,6  ± 2 ,1 8 ,9  ±  1 ,5 11,5 ± 1 ,7РСЖ и М11 т 55,1 *  3 ,7 8 2 ,3  € 2 ,8 70,5 ±  3 ,4 1 ,1  ± 0 ,7 2 8,4  € 3 ,3
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тестов РСК и РСФ от естественно (492) и экспериментально зараженных животных (5 0 8 ), положительные результаты по РСК получены в 12,211,4;%, 75,411,9%  случаев, по РСФ -  16,811,6% , 90,911,2% . Сов- ' падение результатов составило 92,1+1,2%  и 83,711,6% . Основные несовпадения отмечались за счет положительной РСФ при отрицательной РСК (6,511,1%  и 1611,5% ). В случаях положительных результатов по обеим реакциям титры антител по РСФ превышали таковые по РСК в ср е д - • нем Солее, чем в 1С р а з .При сравнении РСК и РНГ (436 и 338 сывороток) положительные результаты по РСК получены в 13,711,6%  и 69,512,7% , по РНГ -  13,91 1,6% и 74,512,3% . Результаты совпали в 8911,4% и 79,612,1%  случаев. Несовпадения результатов при положительной РСК отрицательная РНГ и обратно соотношения приблизительно одинаковые, соответственно 5 ,3 !  1,0% , 5,711,1%  и 8 ,911,5% , 11,511,7% . Мы не могли установить какой- либо закономерности в титрах, в одних сыворотках титры антител по РНГ в 2-10 раз превышали таковые по сравнению с РСК, в других, наоборот, они были ниже.При сравнении РСК и МЛА (398 и 176 сывороток), комплементсвя- зывэющие антитела выявлены в 9,511,4%  и 55,113,7% случаев, МЛА дала положительные результаты 14,511,7%  и 82,312,8% , Совпадение результатов по этим реакциям наблюдалось в 89,911,5%  и 70,513,4%  случаев. Отмоченные несовпадения наблюдались в основном за счет отрицательных результатов по РСК и положительных по МЛА (7,511,3%  и 2 8 ,4 1 3 ,3 % )., По чувствительности МЛА приближается к РСФ.Одновременно по РСК, РСФ, РНГ и МЛА изучено 395 сывороток крови ' от естественно и экспериментально зараженных животных. Положительные результаты получены по РСК в 23,212,1% , по РСФ -  4012,4%, по МЛА -  37,2+2,4% , по РНГ -  27+2,3%, результаты совпадали в 76+2,1% случаев. Основные несовпадения отмечались за счет положительной
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РСФ и ММ при отрицательной РСК и РНГ.Приведенные дан ш е свидетельствуют о том, что вое изучаемые иммунологические тесты оказались специфичными для диагностики ток- соплазмоза у животных, зараженных как токсоллазмамя вирулентных, 1 так и авирулентных штаммов, однако их чувствительность неодинакова, так как этими тестами выявляются разнородные антитела и в резное время от момента заражения. Самой чувствительной оказалась РСФ. По чувствительности к ней приближается МЛА. По этим реакциям получен значительно бблыиий процент положительных результатов в сравнении о РСК.Несколько более чувствительной по сравнению с РСК оказалась и РНГ. Однако, следует отметить, что РИГ часто дает неопецифические показания, при малейших нарушениях условий. При постановка "этой реакции необходимо строго следить за качеством ингредиентов, правильностью приготовления буферных растворов, качеством танина и антиген а, от чего, зависят их оптимальные рабочие дозы, необходимые для обработки эритроцитов. Большое количество ингредиентов, входящих в реакцию, и строгие условия их использования при слабой стабильности несколько ограничивают возможности применения этой реакции в широкой практике. Ценность РНГ возрастает при возможности производства стандартных ингредиентов или их заменителей.В противоположность РНГ, ИЛА оказался более простым в техническом отношении методом. Результаты по нему, как правило, хорошо воспроизводятся. МЛА заслуживает вникания и внедрения в'практику.' Его недостаток -  малая пропускная способность, по сравнению с  РСК. То же надо сказать о РСФ. -Применение широкого комплекса реакций иммунитета в клинике должно оказать неоценимую услугу для диагностики заболевания и' ' ■ ' I  1 . :оценки качества лечения. В широкой эхшаоотологичеокой практике яэ
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зо е х серологических реакций, указывавших на заражение животных токсоплазиовои,наиболее приемлемыми оказанной РСК и ИЛА.
в ы в о д и

1 . Приготовленный нами токсоплаеменный антиген был испытайПо реакции овяаывания комплемента на большом числе сывороток крови от естественно и экспериментально зараженных животных я показал высокие антигенные свойотва и строгую специфичность.2 . Антигены иэ токсоплаан вирулентных н авирулентных штаммов, выделенных от различных животных, серологически идентичны как между соб ой , так и о антигенами, приготовленными из штаммов, выделенных о г  человека.3 . Реакция связывания комплемента при исследовании на спонтанную зараженность сывороток крови от 8? видов домашних и диких X I -  вотных поковала высокую чувствительность и специфичность.4 . Прн изучении реакции связывания комплементе с сыворотками, поступающий дня исследования в динамике инвазионного процесса от различных видов животных (кроме ч ер еп ах), зараженных тонеоплазмами вирулентных и эвирулентных штаммов, установлено, что в их организме образуются комплементсвяаываедие антитела, которые нарастают по Мере развития болезненного процесса, зависящего от реактивности организма, а также от дозы использованного в опыте штамма.5 . Реакция связывания комплемента менее чувствительна в работе с сыворотками домашних и диких птиц и совершенно неприемлема при исследовании сывороток от экспериментально зараженных рептилий.6 . При исследовании по реакции связывания комплемента сывороток крови от различных животных наилучший результат был получен при длительном связывании на холоде и инактивации сывороток крови в течение 30 мин. при разных температурах для каждого вида (у крупного
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рогатого ск о т а , буйволов, свиней -  при 5 7 ° , овец, коз -  при 5 9 °, лошадей -  5 8 -5 9 °, ослов, иулов -  6 4 ° , соб ак , кошек, лисиц и зайцев -  6 5 ° , морских свино1|^'крыс и мышей -  60° и у птиц -  5 8 -6 0 °С ).7 . Сыворотки взрослых соб ак , волков, корсаков, лисиц, сусликов, кроликов и др. обладают сильными антикомплементарными свойствами, что требует перед постановкой главного опыта титрование комплемента в присутствии антигена и исследуемой сыворотки и увеличения комплемента для плавного опыта индивидуально для каждого вида животного.8 . Применяемая нами методика проведения реакции связывания комплемента полностью себя оправдала, и мы рекомендуем использовать ее в практике диагностики токсоплцзмоза животных.9 . Реакция е красителем (РбФ) выявляет антитела раньше и в большем проценте положительно реагирующих сывороток, титр которых, особенно у искусственно зараженных животных, в несколько раз выше , титра по РСК. Длительность выявления антител по РСф продолжительн ее , чем по РСК. Совпадение результатов этих двух реакций у различных видов животных колеблется от 80-90% (несовпадения наблюдаются за счет положительных результатов по РСФ при отрицательных по РСК).1 0 . Метод люминесцирующих антител (ИЛА) по своим количественным и качественным показаниям в динамике инфекционного процесса сходен с реакцией с красителем (РСФ).1 1 . Реакция непрямой.гемагглютинации (РНГ) в опытах с сыворотками от млекопитающих показала достаточную специфичность и высокую чувствительность. По сравнению с РСК она выявляет большее число положительно реагирующих при титрах, в два-четыре раза превосходящих ритрц РСК (особенно у зараженных животных)., 1 2 .  Сравнительные исследования овзброток крови по РСК, РСФ,Р|1Г * 1 Ш , в (различных сочетаниях, о? естественно и эксперименталь
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но зараженных животных токсоплазмами вирулентных и авирулентных штаммов показало, что вое указанные тесты специфичны и в несколько различной степени чувствительны. РСФ и МЛА выявляют антитела раньше и фиксируют их в крови зараженных животных дольше, чем РСК я РНГ. Отсюда, в сомнительных случаях целесообразно параллельно исследовать снворотки одновременно по РСК, РСФ, РНГ и МЛА.13. В работе изложена использованная нами методика изготовления антигена для серологической диагностики токсоплазмоза животных и дано описание методов постановки РСК, РСФ, РНГ и МЛА, которыми мы ; пользовались в своих работах.Работы, опубликованные по материалам диссертации:1 . Токсоплазмоз сельскохозяйственных животных я птиц Восточного Казахстана по результатам РСК. В к н .:  Паразиты сельскохозяйственных животных К азахстан а. Алма-Ата, 1963, с т р . 181-185 (в со а вт . с  А .В .Л е в и т ) .2 . Выделение штаммов токсоплазм от грызунов. Труды Института зоологии АН КазССР. Алма-Ата, 1963, т .  1 9 , с т р . 43-44 (в с о а в т . с  А .В .Л е в и т ) .3 . Токсоплазмоз серебристо-черных лисиц и песцов в Уральском и Алма-Атинском питомниках. В с б . :  Па резиты с . - х .  животшх Казахстана . Алма-Ата, 1963, т . 2 , с т р . 200-204 (в с о а в т . с  А .В .Л е в и т ).4 .  Новый токсоплазмоподобный организм у лабораторных белых мышей. Труды Института зоологии АН КазССР. Алма-Ата, 1964, т . 22, с т р . 34-43 (в с о а в т . с А .В Л е в и т  и Л .Н .Г у б ен к о ).5 . Реакция связывания комплемента (Р С К ).-В  к н .:  Токсоплазмоз животных. Алма-Ата, 1965, стр 362-369 (в с о а в т . о 3 .И.Горбуновой).6 . Токсоплазмоз грызунов. В к н .:  Токсоплазмоз животных. Алма- А та , 1965, с т р . 238-273 (в с о а в т . с А .В .Л евит и Л .Н .Гу б ен к о ).7 . Токсоплазмоз зайцеобразных. В к н .:  Токсоплазмоз животных.
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Алма-Ата, 1965, с т р . 224-23? (в с о а в т . о А .В.Л евит и Л .Н .Г у б ен к о ).в .  Токоопдаэмоа пойяилотермных позвоночных. В к н .:  Токсоплаэ- М08 животных. Алма-Ата, 1965, отр . 309-320 (в  с о а в т . с А .В .Л е в и г  н А ,И .Г у б ен к о ).9 . Токсоплазноа насекомоядных. В к н .:  Токсопяазмов животных. Алма-Ата, 1965, отр . 213-217 (в о о ав т. с А .В.Л евит и Л .Н .Г у б ен к о ).10. Токсолл88моз ферменных пушных зверей. В к н .:  Токсоплазмоз животных. Алма-Ата, 1965, с т р . 176-182 (в со а в т . с А .В .Л евит и Л .Н . Губенко).1 1 . Серологическая диагностика токсоплазмоза животных. В к н .:  Проблемы токсоплаамоза животных. Алма-Ата, 1966, с т р . 30-3 2 .1 2 . Сравнительная оценка «екоторых методов серологической диагностики токсоплазмоза животных. В к н .:  Материалы первой научной конференции молодых ученых АП КавССР. Алма-Ата, 1968, о т р . 304-305.13. Антигенная структура и иммуногенные свойства токсоплазм, выделенных от различных видов животных. В с б . :  Успехи протозоологии Л -д , 1969, с т р . 247 ( в 'с о а в т , с С.И.Коноваловой в Е.К.Кузовкиным).1 4 . Особенности серологических реакций при токсоплазмоза кроликов. Тезисы докладов УП Всесоюзной конференции по природной очаговости болезней и общим вопросам паразитологии животных. Алма-Ата1 ’ '• 'Самарканд,1 1969, ст р . 14-17 (в со а в т . е Л.А.Вы еоковой).15. (|равнйтельное изучение серологических тостов в диагностике токсоплазмоаа животных. Тезисы докладов УП Всесоюзной конференции по природной очаговости болезней и общим вопросам паразитологии животных. Алма-Ата-Сам&рканд, 1969, с т р . 31-33 (в со а в т . с С .И .К о - новалсвой в Л .В .Т обольской).16. Серологическая характеристика штаммов токсоплазм, выделен- ных от животные. В с б . :  Вопросы природной очаговости болевней. Адма Ата, 1970, ■ вып, 5 , с т р . .37-48 (в со а в т . о И .Г .Г а д у з о , Н .И .С ев эсть я -
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1чм1й, А.Е.Григоращенко и Д р .)
Материалы диссертации доложены

1) На паразитологическом совещании Института зоологии АН КзаССР ( г .  Алма-Ата, 1961 г . ) .2) На У конференции но природной очаговости болезней и вопросам паразитологии республик Средней Азии и Казахстана ( г .  Фрунзе,1962 г . ,  в с о а в т .) -3) На Всесоюзной конференции по токсоплазмозу животных (г .А л м а- А та, 196С г . ) .4) На Ш Международном конгрессе протозоологов ( г .  Ленинград,1969 г . ,  в с о а в т .) .5) На УП Всесоюзной конференции по природной очаговости болезней и общим вопросам паразитологии А в о т н ы х  (г.Сам арканд, 1969 г . )


