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ОЫАй ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

А к т у а л ь н о с т ь  т е м ы .  Одной из причин сниже­

ния продуктивности сельскохозяйственных животных, а такие ухудше­

ния качества подучаемой от них продукции являемся многие парази­

тарные заболевания, вызываемые паразитическими простейшими, в  том 

числе различными видами рода s a r c c c y e t ia .

В этой связи изучение ряда аспектов распространения сарко- 

цистозной инвазии среди сельскохозяйственных животных и разработ­

ка методов ее прижизненной диагностики является весьма актуальной 

и необходимой задачей п н осуществлении научно обоснованных мето­

дов профилактики д  ликвидации указанного заболевания.

Продолжение научных исследований по научно-технической про­

грамме "Высокоэффективные процессы производства про,: >вольствия"в 

рож ах Стран Независимых Государств (СНГ), поедуоматрпвает выпол­

нение задания "Теоретически обосновать и разработать высокоэффек­

тивные средст а и методы диагностики, профилактики и терапии бо­

лезней животные ( в  т .ч .  зооантропогоеов)" ,  реализация которого 

предусматривает поэтапные научные исследования по разработке ин­

тегрированной защиты животных на основе создания экологически 

ч.-стых препаратов с  использованием методов молекулярной биологии 

и современной биотехнологии, обеспечивающих ветеринарное благо­

получие.

При этом особое место уделяется разработке высокоэффектив­

ных средств и методов диагностики, терапии и профилактики инфек­

ционных и инвазионных заболеваний на основа современной биотехно­

логии, генной и клеточной инженерии, компьютеризации, обеспечива­

ющие стойкое ; етеринарное благополучие и высокое занитарпое ка­

чество продуктов животноводства.



Важнейшим условием успешного наполнения предусмотренных ука­

занной научно-технической программой научных исследований являет­

ся проведение многолетних селекционно-племенных работ со здоровы­

ми животными, что на сегодняшний день не так просто обеспечить и з- 

за массового юс поражения хроническими инфекционными, паразитарны­

ми и незаразными заболеваниями.

Так, например, как можно начинать многолетнюю работу на 

крупном рогатом скоте или овцах, если они во многих регионах СНГ 

и других странах земного шара до 100 процентов поражены пролифера­

тивной формой саркоцистозной инвазии, а ее интенсивность, к приме­

р у , в  условиях Республики Молдова достигает от 1 0  до 5000 сарко- 

цист в  24  срезах мышечной ткани (в е с  200  мг^, исследуемой методом 

саркоцистоскопии.

До многочисленным данным ряда отечественных и зарубежных 

исследователей, саркоцистозная инвазия причиняет большой экономи­

ческий ущерб животноводству в результате нередкого летального ис­

хода заболевания, задержки роста и развития молодняка, нарушения 

репродуктивных Функций, снижения мясной л молочной продуктивности, 

а также ухудшения биохимических, физико-химических и пищевых ка­

честв  мяса, являющегося в  таких случаях всзмо 'ным источником инвазии 

и массовых пищевых отравлений ладей (В.И.Коионов, 19 2 5 ; Л .Г .О с- 

ташевокий, 1 9 4 0 ; А.С.Степонян, 19 5 0 ; А.СДубяяецкий, 1956 ; Г .З .  

Кононенко, 19 6 7 ; О.Г.Рыбалтовский, 19 7 1 ; Д.Л.Ланасюк.а д р . ,  1971 ; 

Д.Н. Засухпн, 19 7 2 ; З.И.Кислякова, 1 9 7 2 ; и.А.Попов, 19 7 2 ; М .л.Во­

робьев и д р . ,  1980 ; А .Г.Какуриаа, 1976 , 1976 ; к '.К .Горбов, 1977; 

Й.Й.ВерщиШШ И Д р ., 19 8 2 ; B .B a b u d ie r i ,  18 3 2 ; B . B a t i a t i c ,  1965 ; 

H .T h o rn th o a , 19 7 2 ; и д р . ) .

Принимая во внимание, что саркоцистозная инвазия имеет широ­

кое распространение среди теплокровных лапотных, птиц, рептилий и
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лодей на всех  континентах земного шара а  не является безобидным 

заболеванием, Всемирная Организация Ьдравоохранения включила ее 

в  перечень важнейших проблем, требующих научного изучения.

В Республике Молдова саркоцкстоз впервые был зарегистрирован 

ветеринарной службой республики в  1S68 году у крупного рогатого 

ско та . В дальнейшем научные исследования по этому заболевании 

проводшшоь в  Молдавском Н*Ш животноводства и ветеринарии, инсти­

туте зоологии и физиологии и Институте генетшси Академии наук 

Республик!. Молдова.

0рга!шзация лечебно-профилактических мер борьбы с  саркоцио- 

тозной инвазией овец осложнена отсутствием эффективных лечебных 

препаратов, низким уровнем ветеринарно-санитарных требований по 

предотвращению скармливания пораженного саркоцксташ  ш са  соба­

кам, кошкам и другим плотоядным, являющимся окончательными хозяе­

вами в  биологическом цикле развития паразита. Осложняется также 

разработка традиционных методов борьбы с  паразитарными заболева­

ниями, предусматривающих разрыв биологической цепи в  развитии па­

разита, так как в  биологическом цикле развития некоторых видов 

возбудителей саркоцистоза человек выступает в  роли окончательного 

хозяина, а е го , как и звестно, невозможно изолировать от животных.

Ц е л ь ю  н а с т о я щ е й  р а б о т ы  было изучение 

некоторых аспектов краевой эш г ютологии оаркоциетозной инвазии 

овец в  условиях Республики Молдова, возможности культивирования 

пролиферативных цистных стадий развития возбудителей саркоцистоза 

на искусственных полусинтетических питательных средах с  целью no-  

д . нения биомассы для изготовления биологических препаратов (анти­

ге н о в , вакцин) и совершенствования методов прижизненной диагности­

ки этой инвазии у овец, собак и кошек.

J



-  6  -

З а д а ч и  и с с л е д о в а н и я :

-  научить экстенсивность саркоцистозной плвазю овец на террито­

рии Республики Молдова в  зависимости от возраста, пола, сезрна 

го д а , природно-экономической зоны юс размещ етл, а также выяс­

нить поражанность той чнвг ;ией окончательных хозяев -  собак

и код

-  изучить ВОЗМОЖНОСТЬ культивирования ЦИСТНЫХ стадий S a ro o c y s tie  

o y ic a n ie  и S a rc o c y a ti .; q r i f e l i e  ( s . t e n e i i a )  на искусственных 

полусинтетических питательных средах с  целью получения биомассы 

для изготовления биопрепаратов (анти гена);

-  разработать метода прижизненной диагностики саркоцистозной ин­

вазии у овец, собак и кошек.

Н а у ч н а я  н о в и з н а  р а б о т ы .

Впервые в  Республике Молдова проведены исследования по изу­

чению экстенсивности саркоцистозной инвазии овец в зависимости от 

возр аста, пола, сезона го д а , природно-экономической зоны размеще­

ния, а также собак и кошек, как окончательных хозяев s . o v i c a n i s  и 

s . o v i f e i i s  ( s . t e n e i i a ) .  Доказана возможность культивирования цист­

ных стадий развития s . o v i c a n i s  и s . o v i f e i i s  ( s . t e n e i i a )  на и скус­

ственных полусинтетических питательных средах и разработан "Спо­

соб получения саркоцистозяого антигена" (а в т . свид. I5 4 3 6 I0 )  из 

ах биомассы. Разработан метод прижизненной диагностики есркоцпс- 

тозкок auEauvi у овец, собак и кошек с помощью серологической ре­

акция агглютинации (Р д ) .

П р а к т и ч е с к а я  з н а ч и м о с т ь  д  н е с е р  

т 'а  ц и и определяется изучением ряда аспектов краевой эпизоото­

логии саркоцистозной инвазии овец в условиях Республики Молдова, 

представляющих практический интерес нри организации профилактичес­

ких мероприятий по борьбе о этим заболеванием. Предложенный нами
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саркоцистозный антиген мажет иироко использоваться для прпжизкек- 

ной диагностики саркоцистозной инвазии у овец, собак и кошек о 

помощью серологической реакция агглютинации (РА ), а текла диффе­

ренциальной диагностики токсоплазмоза, кокцидиоза и других прото- 

зойных заболеваний. Доказана возможность цультиъирования цистных 

стадий s . o v i c a n j j  и 3 . o v i f e l i s  ( s . t e n e i i a )  на искусственных полу- 

синтетичеоких питательных средах с целью накопления биомассы для 

изготовления биопрепаратов (антигенов, вакцин). Результаты иссле­

дований использованы в  сценарии научно-популярного кино,!Лъма 

"Саркоцистоз", созданного на базе овцеводческих ферм Республики 

Молдова и лаборатория иммуногенных препаратов Института генетики 

Академии наук Республики Молдова.

П о л о ж е н и я .  в ы н о с и м ы е  н а  з а щ и т у :

1 .  Некоторые аспекта краевой эпизоотологии саркоцистозной 

инвазии овец не территории Республики Ыоддова.

2 .  Культивирование цистных стадий развития возбудителей сар­

коцистозной инвазии У овец ( S . o v i c a n i s  И S . o v i f e i i s  ( S . t e n e i i a )

к изготовление из полученной биомассы саркоцистозного антигена.

. 3 .  Метоы прижизненной диагностики саркоцистозной инвазии у 

овец, собак и кошек.

А п р о б а ц и я  р а б о т ы .  Результаты исследований 

ежегодно докладывались и обусждалась на Ученом совете, Института 

генетики Академии наук Республики Молдова (1Э88-1Э92 г г . ) ,  а так­

же на межвузовской конференции Одесского сельхозинститута (I9 8 S  г . )  

и на У1 съезде Общества генетиков и селекционеров Республики Мол­

дова  (1992 г . ) .

П у б л и к а ц и и .  По материалам исследований опубликова­

но Б научных, работ.



О б ъ е м  и с т р у к т у р а  д и с с е р т а ц и и .

Диссертация изложена на П 9  страницах текста, иллюстрирована 

15 таблицами и 14 рисунками. Диссертация состоит из введения, об­

зора литературы, материалов и методов исследования, трех гл а в  и 

пяти разделов собственных исследований, обсуждения, выводов, 

практических предложении и приложений. Библиографический указатель 

содержит 180  работ, из которых 101 отечественных и 79 зарубежных 

авторов.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

НАТЕРШ И Ш Ш  ИСОЭДОВиНИН

i ■
Работа выполнялась в  лаборатории экологии простейшее ( с  

1991 года ю.ьупогенных препаратов) Института генетики Академии 

наук Республики Молдова в  комплексе с Молдавским научно-исследова­

тельским институтом животноводства и ветеринарии и .Институтом 

зоолог, л и физиологии Академии неук Республики Молдова о 1987 по 

1991 г г .

Материалом для изучения распространения саркоцистоэной ин­

вазии овец на территории республика служили пробы тканей и орга­

н ов, отобранных от туш различных половозрастных групп и пород уби­

тых в  разные периоды года овец.

Материал отбирался на мясоперерабатывающих предприятиях 

республика (Кишиневский, Белывшй, Чадар-Дунгский и Унгенсю й мя­

сокомбинаты, Чимгаалийский, Леовский, Ново-Аяенский и другие убой­

ные пункты, а также на районных мясомолочных и пищевых контроль­

ных станциях республики). Дри отборе проб использовался наиболее 

полный материал от каждой туши, которым служил правде всего  мышеч­

ный слой пищевода, мышцы вожак диафрагмы, сердечная мышца, язык, 

брюшные и ягодичные палацы.
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Исследования проводили с  обязательным органолептическим ос­

мотром пищеводов на наличие макросаркоцист.  Все другие мышцы под­

вергали исследованию методом обычной трихинеллоскопии (еаркоцисто- 

окопии) под световым микроскопом при увеличении хЮС Всего иссле­

довано 2463 головы. При подготовке срезов глазными ножницами от 

каждой пробы (2 4  ср еза) делали их толщиной 2 -3  мм, так как в  бо­

лее толстых срезах плохо просматриваются оаркоцисты в  мааечных 

волокнах -  важное отличие от обычной трихикеллсскопии. Срезы сра­

зу наносили на нижнюю пластинку'компрессориума, расплющивали их 

между пластинками, затем снимали верхнюю пластинку и окрашивали 

метиленовой синькой в  разведении'1:Г0С0 в  течение 3 -6  минут. Раст­

вор метиленовой сияыси использовали только свежеприготовленным, 

который наносили пастеровокой пипеткой по 2 - 3  капли на каждый ср ез. 

СарКоцисты в  этих условиях окрашивались в  темно-синий цвет, а мы­

шечные волокна -  в  светло-голубой. Интенсивность саркоцистозной 

инвазии определяли подсчетом количества саркоцист в  24  срезах мы­

шечных волокон. Для микроскопического обнаружения трофозоитов (ые~ 

розоиты, зоиты, брадизспгы) саркоцист пользовались методикой Ко- 

зелкина П.Ы. (1 9 2 8 ) ,  предусматривающей проведение соскоба скаль­

пелем или бритвой из глубокого разреза кусочков мышц размером 

3x3 см, нанесение его тонким слоем на чистое предметное стекло, 

высушивание на воздухе, фиксацию несколькими каплями этилового 

спирта и выдерживанием до полного высушивания. Окраску таких маз­

ков проводили по 1 эмановскощу-Гимза.

Для прижизненной диагностики саркоцистозной инвазии у окон­

чательных хозяев -  прифермских и принадо.зжащих индивидуальным 

владельцам собак и кошек использовали пробы кала, ооцистоскопию 

которого осуществляли по общепринятой методике флотации по Фюлле- 

борну, а также постановку c e j логической реакции агглютинации (РА)
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о использованием сыворотки крови и саркоциотозного антигена. Все­

го было обследовано 72 собаки и 28 кошек.

Материалом для культивирования содержимого саркоцист служи­

ли макро- и мккросаркоцисты, из которых извлекались метроцнты, 

промежуточные клетки и мерезонты, а также шизоиты, морозоиты и 

метроциты, полученные из различных органов и тканей овец. Посевы 

на аскусстзаш ш е полусинтеткческие питательные среды производили 

по общепринятым методикам бактериологических исследований (Роза­

нов Н.И. .йикробиологиче скан диагностика заболеваний сельскохозяй- 

ствекних животшл. Москва, 1 9 5 2 , С. 7 7 ) .  Работа проводилась в  сте ­

рильных боксах.

ДЛЯ КуЛЬТЯВИрОВаНИЯ ЦИСТНЫХ СТаДИЙ! разВИТИЯ S . o v i c a n l s  и 

S . o v i f e i i s  ( s . t e n e i i a )  использовали различные известные и нош е 

искусственные полусинтетические питательные среды. Инкубирование 

осуществлялось в  термостате при температуре 37°С , а также при 

комнатной температуре. Время инкубирования посевов определяли to  

интенсивности ш :онления биомассы и стойкому проявлению культура- 

льно-моруологичоских свойств метроцитов. Читку выросших культур, 

нативных мазков и других ш теряалов проводили органолептически в 

микроскопически иод иммерсией. Окраску культур проводили нс мето­

ду .Романозекого-Гк’ - я и метиленовой синькой в  разрчдеаки 1 :1 0 0 0 . 

Учет интенсивности роста к о л о н и й при культивировании цистных ста­

д а !  S . o v i c A a i s  И S . o v i f e l i e  ( S . t e n e i i a )  -ЯЭ твердых И В ЖИДКИХ 

полусиктеткческих питательных средах проводили посла пересева че­

рез 1 - 4 -5 -2 4  и 72 ч а с а . .

Для более полной и точной характеристики эпизоотической си­

туации параллельно с  сарксцистоскопией широко использовался метод 

бактериологических исследований по общепринятой методике на нали­

чие инвазионного начала саркоцистозлой инвазии, который позволил
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при отрицательных результатах сарюэцистоскопии определять наличие 

в  органах и тканях животных начальных стадий развития паразита -  

мерозоитов. Указанный метод на 10 -1 5  процентов повышал показатели 

экстенсивности саркоцистозной инвазии в сравнении с  обычной сар - 

коцистоскопией.

Материалом для постановки серологических реакций с целью 

прижизненной диагностики саркоцистозной инвазии, служила сыворот­

ка кр -Ш овец, собак и кошек, а также саркоцистозный антиген, из­

готовленный но предложенному нами способу (а в т .  ,сввд. I5 4 3 6 IU ).

Реакция агглютинации (РА) ставилась по методике, изложенной Ы.И.
*

Розановым (1 9 5 2 ) .  Математическую обработку полученных цифровых 

данных проводили по общепринятой методик0 на ЗК4 ЕС -1045.

ЭКСТЕНСИВНОСТЬ САРКОЦИСТОШОЙ ИНВАЗИИ 03ЕЦ НА 
ТЕРРОТОРИИ РВСПУШКИ МОЛ.'.ЭВА

”4-

Для получения более объективных и достоверных представлений 

об экстенсивности саркоцистозной инвазии среди овец проводили об­

следование животных из различных категорий хозяйств и природно- 

экономических зон республики. Для этой цели использовались прак­

тически все  мясоперерабатывающие предприятия республики, многие 

убойные пункты районов и хозяй ств, а т а -х е  мясомолочные и пищевые 

контрольные станции рынков ряда районов.

Всего было исследовано 2463 туши и их внутренние органы. 

Результаты исследований по изучению экстенсивности саркоцистозной 

инвазии овец свидетельствуют о том, что ш вазнрованность ягнят 

сс ,тавля9г всего  5 9 ,2 * 5 ,1 ,  в  т .ч .  пораженнооть ыа кро сарко:  дета ми 

2 8 ,3 * 6 ,2 $ ,  в  то время как взрослые овцы заражены этими napaai 

до 9 9 ,2 * 0 ,3 $  ( в  т .ч .  макроцистами -  4 3 ,8 * 2 ,0 $ ) ,  а бараны-пр^ 

дители старше 3 лет -  10С$ (Р ^  0 ,0 5 ) .  Пораженность овец макро- н

J
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мнкросарксцастами иодтьерздает янвазироваиность овец в  условиях 

«олдовн д ауш  видами рода ЗагсосуяТХз -  S .o v io a u is  a  s .o v i f o l . s  

Сs . t e n e i l a ) ,  околчательнкла; хозяевами которых, как известно, яв­

ляются, соответственно, собаки и кошки.

В целях ш ясаонвд и с т о ч н и к о в  такой высокой экстенсивности 

саркоцдотоэной инвазии среди овец, проведены некрологические и 

серологические обследования J 6  прн^зриясах кошек и 40 стс.ож евьк 

и пастушьих собак, а также 32 собак я 12 кошек индивидуальных вла­

дельцев ла поракенность их половой стадией оаркоцистозной инвазии, 

цсвученнио результаты обследований показали, что взрослые приферьв- 

ские кошки, сторожевые и пастушьи собака практически поголовно по­

ранены половой стадией саркоиистозной иявазии и выделяют в окружа­

ющую среду инвазиоккоз йачало -  спорулярованные социоты. Согласно 

онаш естичзскик данным установлено, что все  этп собага и кошки 

систематически при вынуядошшх убоях овец иодучают в  пищу продук­

ты убойных отходов и безусловно пораженную саркоцистами мкшечн.ю 

ткан ь, являющуюся в  таких случаях инвазионным началом для окенча- 

тзльнкх хо зя ев . Что касается  щеяят до I-м есячного возр аста, то огл 

не получали еще в пищу лиса а не были поражены саркоцаотозом. Со­

б а к ; п кошки, прянадленащи: иедпавдуачьным владельцам, меиее (в  

нашем случае соответственно iC ,6±I?-,8/S  и 1 6 ,6 ^ 2 1 ,4 2  от обследован­

ных) поражены сариоцдстозо.ч, так  к?;; они не имели такого сгабодно- 

го  доступа к  пораженной саркоцистаии баранины, га к  прифермские со­

б а к ; и копки.

Исследование сыворотки крози собак и кошек, принадаажавдах 

индивидуальным владельцам, реакцией агглютинации о использованием 

саркоцистозного антигена нашего производства обеснечило более вы­

сокое выявление пораженных оаркоцистозом собак ( 2 1 ,-К 2 1 ,9 2 ) , чем 

при копрологических исследованиях ( 1 5 ,6 ± 1 2 ,8 2 ) ,  а также кошек
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соответственно 2 5 ,0 ± 2 5 ,( $  и X 6 ,6 j4 !I ,4 # .  Такал ситуация, по нашему 

инонию, является следствием наличия в организме собак а  кошег. ин­

вазионного начала в  препатеиткый период, выявляемого РА о исполь­

зованием оаркоцистозного антигена, тогда как конрологические ис­

следования выявляют спорулированниа ооциоты только в  патентный 

период.

Полученные наш  данные при изучении экстенсивности сьркоцао- 

тозной инвазии овоц в  зависимости от пола свидетельствуют о нали­

чии определенной тенденции в  условиях Молдовы к  Солее е ы с о к о й  экс­

тенсивности саркоцистоэной инвазии среди взрослых овцематок в срав­

нении с  баранаш-каотратами в  пределах соответственно 9 S ,9 ± 0 ,I #  и 

9 7 ,9 ± 1 ,0 £ .  Такое положение, по нашему мнению, возникает в  резуль­

тате более интенсивной в  условиях республики эксплуатации овцема­

ток смушковой направленности (получение 2 -3  и даже 4 голов припло­

д а , доени е), которая безусловно в  напряженные физиологические пе­

риоды (беременность) и стрессовые возбуждения (двухкратное доение) 

ослабляет общую резистентность организма и снижает его сопротивля­

емость к инвазиокзому началу саркоцистоэной инвазии.

Определенная закономерность выявлена наш  также при анализе 

эко.гнсивности саркоцистозной инвазии овец в  зависимости от при­

родно-экономической зона их размещения в  Республике Молдова.

Наиболее высокая экстенсиш ость саркоцистозной ынвазии 

(54,4 .1 .1 ,3^) регистрировалась среди овец в  Южной зоне республики, 

а наиболее низкая (9 1 ,9 ± 2 ,8 $ )  в  Северной зон е. В Кедровой и Прид­

нестровской зонах экса -нскш оеть саркоцистоэной инвазии овец была 

одинаково}: в  предела;: 9 2 ,7 ^ 1 ,7 ^ .

Наличие, хотя я восьма незначительной разницы в  экстенсивнос­

ти саркоцистоэной инвазии среди овец в  зависимости от размещения 

их в  различных природно-экономических зонах Республики Молдова,
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по нашему млению, можно объяснить различными экологическими услови­

ями, существующими в  указанных зонах республики, в  которых проте­

кает  процесс инвазирования и розвития саркоцистозной инвазии.

При проведении исследований по изучению экстенсивности сар - 

коцитоезнвй инвазии среда овец в течение ряда лет была получена 

возможность провести анализ сезонной динамики поранения овец этой 

инвазией. Однако установить какую-либо достоверную закономерность 

поражения овец саркоцистозом по периодам года не удалось.

Нами установлено, что в  .январе и декабре экстенсивность инва­

зии бала более высокая ( 9 6 ,Э + 5 ,5 > ); в  феврале, марте и апреле экс­

тенсивность удералвелась примерно на одинаковом уровне (Эй,5 + 5 ,4  -  

9 2 ,8 + 9 ,7 ) .  Некоторое снижение экстенсивности инвазии (9 0 ,0 -9 0 ,2 +  

3,2)») отмечено в  сентябре и октябре. |

Таким образом, результаты проведенных исследований свидетель­

ствуют о широком распространении на территории! Республики моддоэа 

саркоцистозной инвазии среда овец, а также собак и кошек, выступа­

ющих в  роли окончательных хозяев в  цикле развития s . o v i c a n i a  и 

3 . o v i f e i i n  ( з . t e n e i i a ) .Экстенсивность саркоцистозной инвазии овец 

в  условиях Республики Ыоддова повышается с возрастом животных и до­

сти гает в  отдельных районах 100 процентов л незначительно варьирует 

в  зависимости от пола и природно-климатических зон размещения овец. 

Экстенсивность саркоцистозной инвазии у окончательных хозяев -при- 

фермских собак и кошек,а также собнк и кошек, принадлежащих индивид 

дуальным владельцам, варьирует в  зависимости от частоты скармлива­

ния им непровяренних продуктов убоя овец, пораженных еаркош  стами. 

Обнаружение у 978 из 2463  обследованных туш баранины наряду с микро- 

саркоцистами макросаркоцист в  мышечном слое пищевода свидетельству­

е т  о поражении овец двумя видами рода S o r c o f y s u s  -  s . o v i c a n i s  и 

S . o v i f e l i B  ( S . t e n e l l a ) .



-  15 -

КУЖЬТИВИРОВШЕ СОДЕРШЮГО МАКРО- а МИКРОСАРКОЦИСТ 
ОВЕЦ НА ИСКУССТВЕННЫХ ШТАТЕШЫХ СРЕДАХ

Учитывая, что имеющиеся сведения по культаварованию различных 

видов рода S a rco cy atis  в  культуре клеток ряда органов и тканей 

животных с  целью дальнейшего использования полученных культур иди 

нативного материала содержимого ыакросаркоцист для получения антиге­

на или проведения исследований по изучению имцуногеннооти у различ­

ных видов сельхозживотных при их применении, по нашему мнению, явля­

ются работами весьма трудоемкими и не обеспечивающими накопления 

большого количества биомассы для изготовления биопрепаратов, ш  

изучили возможность культивирования упомянутых простейших в  в еге ­

тативной стадии развития на искусственных питательных средах с  

целью накопления биомассы и использования ее для изготовления био-
л

препаратов.

В начале этих исследований мы использовали такие известные 

искусственные питательные среда как мясо-пептонный бульон (Ш Б ), 

мясо-пептонный агар(МОД), питательную среду 199 и их смеси (среда 

199+Ш А ). Колонии культур оценивались органолептически и микроско­

пически по интенсивности роста и проявлению культурально-морфологи­

ческих особенностей.

Полученные результаты показали, что рост колоний вегетати в­

ных стадий развития простейших рода S a rc o c y s tis , полученных из со­

держимого макро- и микросаркоцист овец (s .o v ic a n is  и s .o v i f e i i s  

( s . t e n e i i a )  на известных искусственных питательных средах (МПБ,

ША, среда 199) и их омеоях (199+МПА) не характеризовался хорошо 

видным и интенсивным ростом колоний. Заметный рост колоний как 

микроскопически, так и органолептически отмечался только через 72 

часа на питательной среда 199 и через 24  и 72 часа на смешанных 

питательных средах 199 (1 1 $ ) и МПА '9 0 $ ) .  При этом культурально-
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морфологические признаки колоний не обличались ярко выраженной зер­

нистостью, свойственной ори интенсивном росте тетроцатоз. В налом, 

полученные результаты свидетельствуют о мздой вйфективЕости указан­

ных питательных сред для культивирования вегетативных стадий разви­

тия простейших рода З а г с о с у э 1 1 а ,  полученных из содержимого макро- 

п шаср: заркоцист овец.

В продолжение исследований со изучению возможности культивиро­

вания оодеркимого макро- и микроеаркоцисг овец мы провали работу 

по культивированию указанных простейших на нсвых иску с отвен.шх по­

лу синтетических питательных средах. В качестве первоначальной ос­

новы была взята питательная среда 1 9 9 , к, которой был добавлен I  про­

цент 40?  раствора глюкозы. В  дальнейшей основой явился агар , при­

готовленный на мясной воде сердечной мышцы крупного рогатого ско­

т а , к которец» добавляли: питательную среду I S 9 ,  402 раствор глю­

козы, пенициллин, стрептомицин, Ври окончательной доработке соста­

ва новой питательной среды, что было связано о интенсивности) рос­

та культур а  проявлением специфических культурально- морфологичес­

ких свойств клеток и их колоний, к  среде был добавлю ч и ,и #  раст­

вор вереоно. Такам образом, была создана новая питал дьиая-среда 

со следующим соотношением компонентов {% ): агар , приготовленный на 

мясной воде сердечной мышцы крупного рогатого скота -  7 5 -В 5 ; сре­

да 199 -  7 -1 0 ; 402 раствор глюкозы -  5 -Ю ; 0 ,0 2 2  раствор зароена -  

3 -Ь ; во.г;чил.йИ -  500  1Д/мл; стрептомицин -  500  ш г / ш .

Для посева использовали 0 ,2 - 0 ,5  мл мясной жидкости, получен­

ной после механического ( в  электрическом гомогенизатора) измельче­

ния и обработки раствором Хенкса или физиологическим раствором хло­

ристого натрия ткана ш эд  пораженных саркоцистама овец. Учет вырос­

ших колоний овдодиощаов проводила, после 3-4-кратного клонирования 

с  ц е л »  очистчш культуры от посторонней микрофлоры.
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Иолучаын ia результаты ао культивирована» содершиогэ макро- 

а  микросаркоцнст овец, прадставллдцего массу метроцитов, промежу­

точных клеток и  марозоитоБ.па указанной среде показали, что интен­

сивный рост кстоняй метроцитов хорошо просматривался как при микро­

скопическом. так и при органолептической просмотре, через 24  часа 

на твердой полусинтетической питательной среда £  3 ,  которая в  даль­

нейшем использовалась для накопления необходимого количества био­

массы метроцитов для изготовления саркоцистозного антигена.

Бри иньонслвном росте колонии просматривалась в  виде круглых 

точек, крею вато-белого цвета маслянистой консистенции. При прос­

мотре таких колоний иод микроскопом отмечалась хорошо выраженная 

их зернистость. Б нативных мазках из этих колоний при просмотре иод 

"Агерспай клетки представляли собой, как правило, набор различ­

ной величины и конфигурации, круглой или овальной форм-.. Заветной 

была иодвижнооть зернистости в  ядрах и внутри цитоплазмы. Все кле­

точные структуры имели хорошо выраженную оболочку в  виде кольца, 

которая просматривалась в  темном по.те микроскопа, при этом также 

четко просматривались ядра, ядерьче гранулы а  другие зернистые об­

разования, вакуоли как внутри.клеток, так и в  межклеточных прост­

р анствах. Культура метроцитов : твердой питательной среда хорошо 

смыкается а  после суточного отстаивания оседает на дно емкости, 

надосадочная жидкость становится прозрачной, что вага  учитывалось 

как положительный факт нри проводе 'ии работы по приготовлению ан­

тигена а  повышению в  нем концентрации клеток.

Яри разработке способа  получения саркоцистозного антигена 

использовалась питательная среда следующего со става ; мясная вода, 

полученная в  соотношении I  к г  фарша из сердечной мышцы и 2 литров 

воды, прокипяченная, профильтрованная и простерилизованная; агар  -  

2%\ среда 199 -  5 мл; 0,Ш & раствор вер ека -  2 , 5 *мд; 41$  раствор

иблнотбкз . *-■... *  !
яЩъеъо ■



-  18

глюкозы -  5 мд; антибиотики (пенициллин 5UU £д/ми, стрептомицин 

6U0 м кг/м л), pH 7 ,2  (слабо щелочная). Указанная среда (а в т .  свид.

I 091546) использовалась для культивирования и клонирования эндо­

генной стадии развития простейших рода S a ro o c y a tis , полученных из 

содержимого макро- и микросаркоциот овец. Полученные колонии па­

разита смывали 1% -шш  раствором формалина и выдерживали при темпе­

ратуре 4°С 12-15  часо в. Затем культуру очищали 5-6-кратным промы­

ванием стерильным физраотцором хлористого натрия и центрифугирова­

ли при 1 ,5  тыс. об/мин, в  течение 5  минут. Надосадочкую жидкости 

удаляли, а осадок в  качестве антигена о различной концентрацией 

клеток (3 0 -4 8  ты с. в  I  мл) использовали для прижизненной диагности­

ки саркоцистозной инвазии. Предложенный "Способ получения сарко- 

цистозного антигена" стал  предметом изобретения (а в т .  свид.

1543610 от 15 октября 1989 Г . ) .  Активность полученного антигена про­

веряли путем постановки реакции агглютинации (РА) о сывороткой кро­

ви овец, собак и кошек, пораженных оаркоцистозом в  естественных ус­

ловиях, в  различных ее  разведениях.

РАЗРАБОТКА МЕТОДОВ ПРШШБШОД ДИАГНОС ТИКИ 
'У  САРКОЦИЗТОШШ ИИЙАШИ У ОВЕЦ

В связи о отсутствием узаконенных методов прижизненной диаг­

ностики, на основании которых можно было бы с  уверенностью судить 

о поражении саркоцистоаной инвазией овец в  условиях производства, 

возникают с наделенные трудности при организации и проведении об­

щих и специальных ветеринарно-санитарных мероприятий по профилак­

тике и ликвидации этого заболевания.

В этой связи была поставлена задача определить диагностичес­

кую ценность реакции агглютинации (РА) при саркоцистозе овец с 

использованием саркоциотозного антигена, полученного по способу,

(
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предложенному лабораторией имь^ногенпых препаратов Института г е ­

нетики Академии наук Республики Молдова (а в т . сви д. I5 4 3 6 I0 ) .

Для постановлен реакции использовали свезу..' с ыро ротку крови 

овец р азл и то го  возр аста, принадлежащих колхозам и совхозам ряда 

районов Республики Молдова. Посхановхсу реакции агглютинации и учет 

результатов проводили по общепринятой методике. Проба сыворотки 

крови овец, давшие положительную РА, дополнительно исследовали в  

различных р°зв<зденкяхс целью выявления специфичности и активности 

используемого для реакции агглютинации саркопастозного антигена.

Для опытов использовали ыакрометод агглютинации на олекск- 

гл а о с о б ы х  пластинках с  лунками. В каждую лунку с  разведенными сы­

воротками добавляли 0 ,2 5  мл антигена, предварительно разведенного 

физиологическим раствором хлористого натрия в  соотношении 1 :2 5 0  

и 1 :3 5 0  (количеств клеток в  I  мд составляло соответственно 26 и 

16 ты сяч). Пластинку о лунками встряхивали и помещали в  термостат 

при томпературе 37 ,5°С  на три ч а са . Параллельно ставили контроль­

ные опыты о испытуемыми сыворотками на возможную самоагглютшацию. 

После 3 ч а с . выдержки в термостате пластинку с  содержимым лунок 

оставляли на 30 мин. при комнаткой температуре, после чего учиты­

вали результаты реакции визуально и оценивали их по четкрехбальпой 

система в  кр естах. В целях подтверждения специфичности полученного 

и используемого дами антигена параллельно с  серологической реак­

цией ;■агглютинации были проведены, по возможности, пагологоанахоми-- 

ческиы, микроскопичесхше и аллергические исследования, показатели 

которых на S 8 -I0 0  срох .нтов дали совпадающие результаты и подх'сер­

дили полную пригодность оаркоцкетозного антигена для прижизненной 

диагностики саркош стоза у овец при помощи простой в  исполнении 

реакции агпххютинацая (Р А )..

Полученные наш  результаты по прижизненной диагностике cap -
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коциотозной инвазии у овец при помощи РА с использованием сыворот­

ки крови и саркоцистозного антигена,, подтвердили высокую ( 9 9 ,4>) 

экстенсивность саркоцнстозной инвазии у взрослых овец и 6 0 ,9% у 

ягнят, которую мы затем определили методом саркоцистоскошш мышеч­

ной ткани овец и я гн я т , убитых на мясоперерабатывающих предприяти­

ях Республики Молдова.

Активность и специфичность саркоцистозного антигена были 

наш  исследованы с использованием сыворотки крови овец в  различных 

разведениях как давших положительную, так  и давших отрицательную 

РА, а также токсоплазмозного антигена и физиологического раствора 

хлористого натрия. При этом можно было проследить специфичность 

саркоцистозного антигена, дающего положительную РА только о сыво­

роткой крови больных саркоцистозом овец, а также его  высокую ак­

тивность, которая подтверждается наличием положительной РА с  сыво­

роткой крови пораженных сарколистозом овец в  разведении 1 :1 0 2 4 .

Что касается  контроля, то сыворотка крови, давшая отрицате­

льную РА на саркоцистоз, к  которой были добавлены токсошшзмозный 

антиген или физиологический раствор хлористого на ,шя, а также 

саркоцистозный антиген с  физиологическим раствором хлористого нат­

рия не дали положительна! Ра .

Не основании полученных данных мы пришли к  выводу, что л у - 

ночыая РА с  использованием саркоцистозного антигена из культуры 

вегетативных стадий s .o v ic a n ie  и s . o v i f e i i s  может широко применять­

ся для прижизненной диагностики саркоцистоза у овец.

Аналогичные исследования с  постановкой РА с  использованием 

сыворотки крови и саркоцистозного антигена мы провели на собаках 

и колках -  окончательных хозяевах в  биологическом цикле развития 

возбудителей саркоцнстозной инвазии у овец -  s .o v ic a a ia  и s .o v i -

fe -x ia .
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Полученные нами результаты по изучению экстенсивности сарко­

цистозной инвазии у собак и кошек с  помощью РА свидетельствуют о 

высокой (IOU£) экстенсивности саркоцистозной инвазии у исследован­

ных взрослых животных, ’’то было также подтверждено копрологачески- 

ми исследованиями по обнаружению ооцист и аллергическими с  поста­

новкой кожной пробы (подхвостовая складка) о саркоцистозным анти­

геном.

Нами так_е были проведены исследования по изучению специфич­

ности и активности саркоцистозного антигена о использованием дав­

шей положительную РА сыворотки крови собак и кошек. По полученным 

данным, так  же как и по РА с  сывороткой крова овец, можно просле­

дить специфичность саркоцистозного антигена, дающего положитель­

ную РА только о сывороткой кроВи пораженных оаркшщотос м собак и 

кошек и его активность в  разведении 1 :1 0 2 4 .

Приведенные сведения дают основание утверждать о том, что 

попользованный нами для постановки РА о сывороткой крови собак и 

кошек антигеи, является специфическим и активным биопрепаратом и 

его  можно широко попользовать для прижизненной диагностики сарко­

цистозной инвазии у собак и кошек о помощью РА наряду о юэпрол, ги - 

ческиии исследованиями по обнаружению спорулированных ооцист н по­

становкой аллергической реакции (кожная проба о саркоцистозным 

антигеном).

В Ы В О Д Ы

1 .  Саркоцастозпая инвазия овец -  широко распространенное 

заболевание и регистрируется во воех регионах Республики Молдова.

2 .  Экстенсивность саркоцистозной инвазии среди овец в  усло­

виях Республики Мо. дова повышается о возрастом животных и достига­

ет в  ряде районов 100 процентов.
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3. У обследованных овец (2i63 головы) наряду с микрооарко- 

це стами у многих (39,71$) обнаруживались в мыиетноы слое пищевода 

махросаркоцисты, что свидетельствует об инвазировании овец в усло­

виях Молдовы двумя видами рода S a r c o c y e t i e  -  S . o v i c a n i s  И S.ovi- 

f e l i e  ( S . t e n e l l a ) .

4. В условиях Республики Молдова строгая закономерность 

сезонной динамики и зависимость саркопастозной инвазии от природ­

но-экономических зон размещения овец ее установлена.

5 . Экстенсивность саркопастозной инвазии окончательных хо­

зяев -  нрифераских собак и кошэк составляет соответственно 100$ и 

93,7*12,1$ ц находится в прямо пропорциональной зависимости от 

зкотенсшиюсти саркоциотоэной инвазии овец.

G. На твердой искусственной полусинтетической питательной 

среде сайт. сайд. 1091546) возможно культивирование цистных стадий 

s . o v i o a n i u  и s . o v i f e i i s  о целью накопления биомассы для получения 

биопрепаратов.

7. Разработан способ получения саркоцкстоэеого антигена 

(авт. овад. 15436Z0) с использованием твердой иск оствеиной полу- 

оинтетичвской питательной среди.

8. Саркоцистозный антиген, подученный из культур цистных 

стадий s . o v i o a n i s  и s . o v i f e i i s , обладает высокой активностью и 

специфичностью при постановке РА о сывороткой крови овец, собак 

и кошек с целью прижизненной диагностики саркоциотоэной инвазии.

9. Луночная реакция агглютинации (РА) с использованием 

саркоцистозного антигена из культур вегетативной стадии раэвигия 

B.oviuenia и s .o v ife iia  может быть рекомендована для широкого 

применения при прижизненной диагностике саркоцистозной гязезик

у овец, собак и кошек.
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ПРАКТИЧЕСКИЕ ПРЕДЛОЖЕНИЯ

1. Результате исследований по распространено и диагностике 

саркоцистоза овец, собак и кошек используются при профилактике 

этого заболевания на территории Республики Молдова (Справка 

Республиканского ветеринарно-диагностического центра Республики 

Молдова № 421 от 2 6 .0 9 .9 2  г . ) .

2 . Для получения биомассы саркоцист можно использовать раз­

работанную твердую искусственную полусинтетичоскую питательную 

среду (а ь т .св и д . 1091546',.

3 . Прижизненную диагностику саркоцистоэной инвазии у овец, 

собак и кошек проводить с  помощью реакции агглютинации С РА) с 

использовавшем предложенного наги саркоцистозного антигена (а в т . 

свид. 1543610).

4 . Для успешной профилактики саркоцистоза наряду с  другими 

мероприятиями широко использовать для этих целей научно-популяр­

ный кинофильм "С-аркоцистоз", созданный Ленинградской киностудией 

в 1969 году на базе Республики Молдова и лаборатории экологии 

простейших Института генетики Академии наук Республики Молдова.
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