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Е.С. Пашинская

УДК 57.083.13/576.8 Е.С. Пашинская 

СПОСОБ КУЛЬТИВАЦИИ TOXOPLASMA GONDII 
НА МЫШИНОЙ МОДЕЛИ IN VIVO

УО «Витебский государственный медицинский университет», г. Витебск, Беларусь

Статья содержит подробное описание способа культивации Toxoplasma gondii in vivo 
для лабораторных исследований биологического и медицинского профиля. Способ куль-
тивации Toxoplasma gondii на мышиной модели in vivo является результатом авторской 
разработки.

Предлагаемый способ позволяет поддерживать культуру токсоплазм в оптимальном 
количественном соотношении за счет соблюдения естественных условий развития пара-
зита in vivo. Способ является финансово доступным и реально выполнимым в условиях 
лаборатории, оснащенной для работы с простейшими первой группы риска и при нали-
чии вивария.

Токсоплазма, культивируемая с применением предложенного способа, может быть ис-
пользована для научной работы, практических занятий студентов, аспирантов, докторантов.

Ключевые слова: способ, мышь, Toxoplasma gondii

Введение

Известно, что токсоплазма может пора-
жать как животных, так и людей. Исходя из 
результатов генотипирования и изоэнзим-
ного анализа, штаммы Toxoplasma gondii 
делятся на три группы: 1 группа – высоко-
вирулентна для мышей (летальная доза за-
ражения – менее 10 токсоплазм), выделя-
ется у животных и связана с врожденным 
токсоплазмозом. Паразитов 2 группы в 
70% случаев обнаруживают у человека (ис-
следования у больных ВИЧ-инфекцией). 
Третья группа штаммов характерна для 
30-45% случаев клинически манифестного 
токсоплазмоза человека [1, 2].

В зависимости от механизма инвазиро-
вания различают приобретенный и врож-
денный токсоплазмоз. В связи с трудно-
стью диагностики и возможных тяжелых 
последствий заболевания врожденный 
токсоплазмоз требует к себе особого вни-
мания. Он опасен своими поздними про-
явлениями: симптомы хориоретинита или 
неврологические признаки регистрируют-
ся в 80-90% случаев [3, 4].

В связи с многообразием форм токсо-
плазмоза, полиморфизмом клинических 
проявлений, формированием врожденных 

патологий у детей, проблематичностью 
в установлении фазы инвазионнонного 
процесса, а также своевременной оцен-
кой рисков у беременных и пациентов с 
ВИЧ-инфекцией, СПИДом, определенно, 
на данный момент, необходимо совершен-
ствовать уже существующие методологии 
с дальнейшей разработкой новых, доступ-
ных лабораторных методов.

Для этого в условиях лаборатории и 
вивария необходимо иметь постоянный 
доступ к культуре паразита. Однако поиск 
инвазионного материала в краткие сроки 
может быть весьма проблематичен. В есте-
ственных условиях цисты токсоплазм мож-
но найти в фекалиях семейства кошачьих 
методом флотации или в мясе заболевших 
животных. Даже при хорошем стечении 
обстоятельств необходимо найти правиль-
ный подход к полученному материалу для 
его сохранения в условиях стерильности. 
Вышеуказанная методика направлена на 
поддержание штамма токсоплазм в его 
естественных условиях с помощью пере-
вивки мышевидным грызунам.

Цель – разработать способ культива-
ции Toxoplasma gondii на мышиной моде-
ли in vivo. 
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Материал и методы исследования

Разработку способа культивации 
Toxoplasma gondii на мышиной модели in 
vivo  выполняли с использованием беспо-
родных самок мышей массой 18-20 г. За 
две недели до начала опыта подопытные 
животные проходили карантин и содержа-
лись на стандартном рационе в сухом по-
мещении с искусственным освещением.

Все манипуляции с животными про-
водились в соответствии с рекомендаци-
ями Конвенции Совета Европы по охране 
позвоночных животных, используемых в 
экспериментальных и других научных це-
лях (European Convention for the Protection 
of Vertebrate Animals for Experimental 
and Other Scientific Purposes: Strasbourg, 
Council of Europe, 51 pp; 18.03.1986), Ди-
рективе Совета ЕЭС от 24.11.1986 (Council 
Directive on the Approximation of Laws, 
Regulations and Administrative Provisions of 
the Member States Regarding the Protection 
of Animal Used for Experimental and Other 
Scientific Purposes), рекомендациями 
FELASA Working Group Report (1994-1996), 
ТКП 125-2008 и методическими указания-
ми «Положение о порядке использования 
лабораторных животных в научно-иссле-
довательских работах и педагогическом 
процессе УО «Витебский государственный 
медицинский университет» и мерами по 
реализации требований биомедицинской 
этики (2010).

Перед работой надевали защитный 
костюм, маску, очки и перчатки. Дезсред-
ством обрабатывали рабочую поверхность 
ламинарного бокса, а 0,9%-й раствор хло-
рида натрия подогревали до 37°С.

Культуру Toxoplasma gondii, использу-
емую в эксперименте, получали методом 
флотации кошачьих фекалий. Цисты ток-
соплазм при 1500 об/мин отмывали трех-
кратно в 0,9%-ом водном растворе хлори-
да натрия с использованием центрифуги. 
Образовавшуюся надосадочную жидкость 
убирали аспиратором с колбой-ловушкой 
и оставляли не менее 1 мл осадка. Осадок 
встряхивали для получения гомогената. 
Полученный гомогенат помещали в сте-

рильную ёмкость. Затем 10 мкл гомогена-
та наносили на предметное стекло, дела-
ли мазок, который окрашивали раствором 
Гимза (0,5 мкл) и накрывали покровным 
стеклом. Препарат оставляли на 5-10 ми-
нут для равномерного окрашивания, после 
чего осуществляли анализ путем микро-
скопии с применением иммерсионного 
масла (100×). В процессе микроскопии 
визуально фиксировали спорозоиты харак-
терной формы с четко окрашенным ядром. 

Инвазию животным проводили в дозе 
5000 спорозоитов на 1 г массы тела жи-
вотного (мышь, 18-20 г) [5]. Выбранной 
концентрации токсоплазм достигали с по-
мощью 0,9%-го водного раствора хлорида 
натрия. Перед процессом инвазирования 
мышей паразитарную суспензию ставили 
на магнитную мешалку. Затем суспензию 
набирали в шприцы для внутрибрюшинно-
го введения животным.

Для этого животное фиксировали вруч-
ную, место прокола смазывали дезинфици-
рующим средством. Затем мышь опускали 
головой вниз, пальцами стенку нижней 
трети живота брали в складку и делали 
прокол. После проколу иглу направляли по 
ходу складки и вводили паразитарную су-
спензию (максимальный объем не должен 
превышать 2 мл).

После проведенных манипуляций  жи-
вотных содержали в виварии на стандарт-
ном рационе с искусственным освещением, 
с ежедневным контролем над их состоянием. 

Через 3-4 суток наблюдали снижение 
двигательной активности мышей, аппетита, 
изменение состояния шерсти (желтоватый 
оттенок и «влажный» вид). На 5-7-е сутки 
состояние животных резко ухудшалось, фик-
сировался падеж. Падших животных в полу-
чении культуры токсоплазм не использовали.

На 5-7 сутки мы получали внутри-
брюшинный эксудат и смыв. Выведение 
животных из эксперимента осуществляли 
под воздействием эфирного наркоза или 
хлороформа. Затем мышь фиксировали 
на подложке с помощью препаровальных 
игл и дезинфицировали шерстный покров 
тела. Удерживая пинцетом кожу в области 
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живота, ее срезали с помощью ножниц, не 
повреждая брюшину. Оголившуюся брю-
шину обрабатывали дезсредством. Оттяги-
вая пинцетом брюшину, шприцем с иглой 
аккуратно вводили 3 мл раствора хлорида 
натрия в брюшную полость животного, не 
задевая внутренние органы.

После этого шприц с иглой извлекали 
и пальцами массировали брюшную стенку 
для равномерного распределения введен-
ного физиологического раствора. Образо-
вавшийся  эксудат забирали стерильным 
шприцем с иглой путем прокола брюшины 
и переносили его в стерильную посуду. 

Для получения максимального коли-
чества тахизоитов токсоплазм брюшину 
вскрывали и получали смыв из брюшной 
полости следующим образом: в стериль-
ный шприц набирали 5 мл 0,9%-го водно-
го раствора хлорида натрия, фиксировали 
мышь рукой над стерильной емкостью и 
промывали брюшную полость с внутрен-
ними органами, смывая остатки эксудата. 
Смыв, содержащий паразита, фильтровали 
через стерильный марлевый отрез и поме-
щали в стерильную посуду. 

Полученный материал анализировали 
для расчёта дозы и проведения перевивки 
здоровым животным по вышеописанной 
схеме. В случае обнаружения во время ми-
кроскопического анализа патогенной фло-
ры в эксудате или смыве, перед перевив-
кой, добавляли антибиотик и антимикотик 
в следующих пропорциях: на 1 мл суспен-
зии 0,2 мл Гентамицина сульфат (40 мг/ мл) 
и Флуконазол (раствор для инфузий, 
2 мг/ мл) в равнозначной пропорции. 

Нами отмечено, что соблюдение пра-
вил асептики, проведение всех пунктов в 
соответствие с описанной схемой позволит 
сохранить сроки развития токсоплазм. В 
свою очередь, уменьшение дозы введения 
паразита приводит к росту срока развития 
паразитоза или к отсутствию реакции на 
инвазию (иммунизация животных малой 
дозой). При отсутствии достаточного коли-
чества культуры паразита, для подавления 
иммунной реакции подопытным грызунам 
однократно внутримышечно вводят Гидро-

кортизона ацетат (суспензия для инъекций 
25 мг/мл) в дозе 0,05 мг на 1 г массы тела 
мыши непосредственно после внутрибрю-
шинной инвазии или за сутки до нее.

Необходимо подчеркнуть, что для 
данной методики необходимо тщательное 
соблюдение следующих условий: прави-
ла антисептики и работы с простейшими 
первой группы риска; здоровые животные 
в нужном количестве; достаточный объем 
паразитарной инвазионной культуры; каче-
ственные реактивы и стерильные условия.

Результаты исследования 

Таким образом, разработанный нами 
способ представлен впервые. С примене-
нием предложенного способа возможно 
сохранение, размножение и поддержание 
инвазионной культуры Toxoplasma gondii 
in vivo. 

Заключение 

Разработка способа культивации ток-
соплазм in vivo в лабораторных условиях 
позволит иметь постоянный доступ к ин-
вазионной культуре для последующей по-
становки экспериментов медико-биологи-
ческого профиля, направленных на изуче-
ние острого, хронического и врожденного 
токсоплазмоза.
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E.S. Pashinskaya 

THE METHOD OF CULTIVATION OF TOXOPLASMA 
GONDII IN A MOUSE MODEL IN VIVO

The article contains a detailed description of the method of cultivation of Toxoplasma gon-
dii in vivo for laboratory studies of biological and medical profile. The method of cultivation of 
Toxoplasma gondii in a mouse model in vivo is the result of the author’s development.

The proposed method allows you to maintain a culture of Toxoplasma in the optimal quan-
titative ratio due to the observance of the natural conditions of the parasite in vivo. The method 
is financially affordable and feasible in a laboratory equipped to work with the protozoa of the 
first risk group and in the presence of a vivarium.

Toxoplasma, cultivated using the proposed method, can be used for scientific work, practi-
cal training of students, graduate students, doctoral students.
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