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В настоящее время очень актуальными 
являются исследования по выяснению при-
чин и факторов, способствующих развитию 
устойчивости паразитических простейших 
(малярийных паразитов, трипаносом, ток-
соплазм и др) к специфическим лекарствен-
ным препаратам. Токсоплазмы в этом отно-
шении представляют наиболее благоприят-
ную модель, ибо легко культивируются во 
всех известных до сих пор типах клеток и 
тканей. Использование клеточных куль-
тур, инфицированных токсоплазмами, от-
крывает широкие возможности для скри-
нинга лекарственных препаратов и разра-
ботки метов химиотерапии при токсоплаз-
мозе и других протозойных заболеваниях. 
В первую очередь, такая система оказыва-
ется необходимой для скрининг-испытаний 
различных лекарственных соединений про-
тив различных стадий развития этого па-
разита (McCleod, Remington, 1981; Derouin, 
Chastang, 1990; Derouin et al., 1992; Araujo 
et al., 1991;Roman et al.,1993; Reynolds et 
al.,2002;). Однако эти исследования могут 
быть углублены и расширены при исполь-
зовании штаммов разной вирулентности, 
изолированных от животных и человека, 
что позволяет исследовать связь вирулен-
тности токсоплазм со способностью выра-
ботки ими устойчивости к специфическим 
лечебным препаратам, а, следовательно, 
внести большой вклад в химиотерапию ос-

трых и хронических форм токсоплазмоза. 
Введение в систему паразит-клетка в 

культуре клеток специфического лечебно-
го препарата, в частности дараприма, обес-
печивает возможность подавления отде-
льных звеньев метаболизма паразита с це-
лью выяснения не известных до сих пор 
причин облигатного внутриклеточного су-
ществования возбудителя токсоплазмоза. 
Предполагалось опосредованное действие 
дараприма через клетку-хозяина, причем 
минимально эффективные дозы, необходи-
мые для подавления размножения парази-
та определялись в большой степени лишь 
происхождением клеток-хозяев (Doran, 
1973; Sheffield, Melton,1975; Grossman, 
Remington,1979; Israelski et al., 1989; ). Од-
нако отмечались вариации в ингибирую-
щем эффекте дараприма, определявшего-
ся по отсутствию ЦПД в культурах клеток 
и выживанию мышей, что возможно было 
связано с различиями в количестве токсо-
плазм, выживших при различных концент-
рациях препарата. Не было получено дока-
зательства, что персистирующие эндозои-
ты из таких культур устойчивы к дарапри-
му.

Хотя в настоящее время наиболее эф-
фективным препаратом для лечения ост-
рого токсоплазмоза продолжает оставать-
ся дараприм (отечественный хлоридин), од-
нако он влияет лишь на активно размножа-
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ющиеся эндозоиты и не действует на цис-
ты токсоплазм. Отсутствуют также данные 
по развитию резистентности к дараприму у 
токсоплазм, их изменчивости в этих услови-
ях и связи этого процесса с вирулентностью 
штаммов, особенно свежеизолированных 
от животных и человека.

Учитывая эти нерешенные вопросы, на-
ми были проведены сравнительные иссле-
дования на моделях старого лабораторно-
го сильновирулентного штамма RH и и не-
которых свежеизолированных от живот-
ных и человека штаммах с использовани-
ем разработанного нами ранее метода кло-
нирования токсоплазм (Акиншина, Засухи-
на, 1966). Были поставлены для разрешения 
следующие задачи:

1. Определение действия дараприма на 
проникновение и размножение токсоплазм 
штаммов разной вирулентности в систе-
ме клеточных культур легкого эмбриона 
коровы(ЛЭК).

2. Выработка резистентности токсо-
плазм вирулентного штамма к дараприму.

3. Резистентность к дараприму и виру-
лентность токсоплазм разных штаммов.

Материалы и методы. 
Постановка экспериментов

Перевиваемые культуры ЛЭК были вы-
ращены в специальных пробирках на пок-
ровных стеклах и заражались токсоплаз-
мами штаммов RH, МА, АЖ-4 по методам, 
описанным нами ранее (Акиншина,2000, 
2002).

Исходный раствор дараприма(1000мкг/

мл) готовился путем постепенного раство-
рения 100мг дараприма в 2мл молочной 
кислоты и добавления 98мл основной пита-
тельной среды МЕМ. В экспериментах ис-
следовалась целая серия разведений, начи-
ная от 0,25мкг/мл и до 180мкг/мл.

Поставлено 3 серии экспериментов.
I. Дараприм в испытуемой концентра-

ции вводился: а) одновременно с токсоплаз-
мами; б) за 5 часов до инфицирования кле-
точных культур токсоплазмами; в) через 
5 часов после инфицирования клеточных 
культур. Время регистрации размножения 
токсоплазм во всех случаях – 21 час.

II. Получение лекарственноустойчивых 
клонов токсоплазм. Первоначально в опы-
тах изучалось действие дарапприма на внут-
риклеточные и внеклеточные токсоплаз-
мы штамма RH, культивируемые в культу-
рах ЛЭК. Опыты проводились путем пос-
тоянного добавления дараприма в увеличи-
вающихся концентрациях (от 0,3мкг/мл до 
160мкг/мл) в питательную среду культуры 
клеток ЛЭК, зараженной токсоплазмами, в 
процессе 6-11 пассажей. На каждом пассаже 
(при 75% дегенерации клеток) клетки сни-
мали со стенки флакона и суспензию их (0,2 
мл) вводили в свежие культуры с постоян-
ным добавлением дараприма и без таково-
го. В последующих опытах процедура была 
несколько видоизменена. Инфицированные 
и обработанные дарапримом клетки снима-
ли и суспензию их вводили интраперитоне-
ально мышам Swiss , а 3-4 дня спустя у мы-
шей был взят экссудат, которым заражали 

Рисунок 1. Динамика размножения токсоплазм в инфицированных культурах ЛЭК, обработанных 
дарапримом (12мкг/мл) в течение 5 часов до и после заражения
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подготовленные свежие культуры клеток 
ЛЭК, предварительно обработанные или 
необработанные дарапримом. Эта процеду-
ра повторялась 12 раз. Доза дараприма так-
же постепенно увеличивалась до 180мкг/
мл. Чистые клоны токсоплазм выделяли по 
модифицированному нами методу бляшек 
(Акиншина и др., 2007).

Каждый пассаж, как и выделение кло-
нов, сопровождался параллельным зараже-
нием мышей Swiss, как известно, погибаю-
щих даже от единичных эндозоитов виру-
лентного штамма RH. Для контроля ста-
бильности свойства резистентности бляш-
ки резистентных клонов, полученных под 
агаром и покрытием с дарапримом, были 
выделены и накоплены в культуре ЛЭК без 
добавления дараприма. В качестве критери-
ев оценки резистентности к дараприму, ста-
бильности этого свойства и вирулентнос-
ти резистентных клонов служили следую-
щие параметры: время выживания мышей 
и ритм размножения токсоплазм в культу-
ре клеток ЛЭК.

III серия экспериментов: культуры кле-
ток инкубировали с дарапримом в течение 
разного времени (до 24 часов) до заражения 
их токсоплазмами. Концентрация лекарс-
тва: 12 мкг/мл. Продолжительность размно-
жения токсоплазм – 14 часов Контролями 
служили незараженные культуры ЛЭК, за-
раженные культуры ЛЭК, культуры клеток 
ЛЭК, обработанные дарапримом и не ин-
фицированные, культры ЛЭК, обработан-
ные соответствующим раствором молоч-
ной кислоты.

Все клеточные культуры фиксировали 
в смеси Никифорова и окрашивали по Ро-
мановскому-Гимза в нашей модификации 
(Акиншина,1983).

Действие дараприма оценивалось при 
сравнении обработанных инфицирован-
ных культур с соответствующими контро-
лями по следующим критериям: 1/степень 
инвазионности – относительное количество 
инфекцинных единиц (RNIU; Lycke, Lund, 
1964); 2/степень ингибирования размноже-
ния – по среднему количеству паразитов на 
клетку или общему количеству паразитов 
на 100 клеток.

Результаты и обсуждение
Сравнительное изучение контроль-

ных, необработанных дарапримом и инфи-
цированных токсоплазмами вирулентного 
штамма RH культур клеток ЛЭК и обрабо-
танных дарапримом (доза 3мкг/мл до 12мкг/
мл) выявило значительные различия в мор-
фологии внутриклеточных паразитов и их 
количестве в клетках-хозяевах.

Токсоплазмы принимали более округ-
лую форму, увеличивались в размерах, час-
то теряли тинкториальные свойства, соде-
жали большое количество вакуолей и плот-
ных гранул в цитоплазме. Если первое де-
ление паразитов могло проходить нормаль-
но, то затем наблюдалась остановка деле-
ния или атипичное деление. В результате 
постоянных обработок дарапримом про-
цесс дальнейшего размножения токсоплазм 
в клетках останавливался, обнаруживались 
многочисленные двуядерные формы пара-
зитов или паразиты в начальной стадии де-
ления, Картины эндополигении не были об-
наружены. На более поздних сроках раз-
вития (15-17 суток после заражения), наря-
ду со значительной элиминацией паразитов 
отмечалось формирование отдельных цис-
топодобных скоплений иногда в виде оди-
ночных или парных паразитов в отдельных 
вакуолях клетки, постепенно приводящее к 
формированию цист.

Обнаружено, что одновременное вве-
дение дараприма вместе с токсоплазмами в 
питательную среду культивируемых клеток 
не оказывает влияния на способность ток-
соплазм проникать в клетки и их дальней-
шее размножение в культурах клеток. Од-
нако предварительная обработка дарапри-
мом инфицированных культур клеток ин-
гибирует пролифераивную активность па-
разитов по сравнению с необработанны-
ми культурами или культурами, обработан-
ными лекарством после заражения клеток 
токсоплазмами (рис.1).

Таким образом, тормозящее влияние да-
раприма на размножение токсоплазм от-
мечалось лишь в случае введения препара-
та до заражения. Дараприм, концентрирую-
щийся в клетке-хозяине и угнетающий раз-
множение токсоплазм, тем не менее не пре-
дотвращает пенетрации токсоплазм в клет-
ки. В то же время действие препарата на 
внутриклеточные размножающиеся фор-
мы снижало их последующую инвазионную 
способность при внедрении в другие клетки.

Полученный эффект ингибиции разви-
тия токсоплазм вирулентного штамма RH 
под влиянием дараприма, введенного до за-
ражения, был проверен при сравнительном 
изучении других штаммов, отличающих-
ся по вирулентности, в частности, свежеи-
золированных нами штаммов МА и АЖ-4 
(табл.1)

Сравнение сильновирулентного штам-
ма RH и маловирулентных штаммов МА 
и АЖ-4 показало, что наиболее медлен-
но размножающиеся эндозоиты штаммов 
МА и АЖ-4 оказались более устойчивы к 
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дараприму по сравнению с RH. Все исполь-
зованные дозы были летальны для токсо-
плазм штамма RH. Контрольное зараже-
ние мышей Swiss обработанными дарапри-
мом культурами и инфицированными ток-
соплазмами разных штаммов выявило сле-
дующие различия в количестве выживших 
мышей: RH-0%; МА – 53,3%; АЖ-4 – 93,3%.

Из данных таблицы 1 видно, что хо-
тя штаммы МА и АЖ-4 отличались по ко-
личеству выживших после заражения мы-
шей, еще более они отличались от штам-
ма RH, вызывающего 100% гибель мышей 
при заражении необработанными и инфи-
цированными клеточными культурами. Об-
работка культур дарапримом в дозировке 
48 мкг/мл вызывала гибель, видимо, боль-

шинства токсоплазм штамма RH, что про-
являлось в 100% выживании мышей, сво-
бодных от токсоплазм, но не вызывала ги-
бели всех паразитов штамма МА, что про-
являлось в большем% выживших после за-
ражения мышей по сравнению с контро-
лем (66% и 53% соответственно). С другой 
стороны, воздействие дараприма на токсо-
плазм изменяет также некоторые свойства 
популяции. В опытах с сильновирулентным 
штаммом RH обработка дарапримом ин-
фицированных культур в описанном режи-
ме приводила к понижению вирулентности 
популяции при подкожном пути заражения 
мышей; в опытах со свежеизолированным 
вирулентным штамом Д-1 – к понижению 
вирулентности при интраперитонеальном и 

Таблица 1
Сравнение инфективности токсоплазм разных штаммов 
в процессе выработки резистентности к дараприму (Д)

Доза Д 
(мкг/мл) 

RH МА АЖ-4

Оп - 1 Оп -2
Средн. 

в%
Оп - 1 Оп -2

Средн. 
в%

Оп - 1 Оп -2
Средн. 

в%

К 0/15 0/15 0 7/15 9/15 53,3 13/15 15/15 93,3

12 15/15 15/1 100 8/15 7/15 50,0 14/15 9/10 92,0

24 14/15 15/15 96,6 8/12 8/15 59,2 12/15 10/10 88,0

48 15/15 13/13 100 8/12 10/15 66,6 13/15 10/10 92,0

К- инфицированные культуры, не обработанные дарапримом
Числитель – количество выживших мышей (не менее 21 сут.)
Знаменатель – общее число инфицированных мышей

Рисунок 2. Действие продолжительности обработки клеток дарапримом на инвазионность и размно-
жение токсоплазм (время размножения токсоплазм – 14 часов)
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подкожном пути заражения по сравнению с 
исходными штамами.

Эти данные подтверждаются также экс-
периментами на модели клеточных культур 
ЛЭК. Первое деление паразита происхо-
дит без видимых изменений, в то время как 
последующие генерации токсоплазм ис-
пытывают влияние лекарства как на ритм 
размножения, так и на морфологические 
свойства.

Сравнение клонов сильновирулентно-
го штамма RH и маловирулентного (МА) 
штаммов показало, что медленно размно-
жающиеся токсоплазмы клонов, выделен-
ных от маловирулентного штамма (Р-4), 
оказались более резистентными к лекарс-
тву, чем токсоплазмы сильновирулентного 
клона (Ч-2), отличающиеся высоким тем-
пом деления и более ингибируемые дарап-
римом (рис. 2).

Изолирование бляшек – клонов токсо-
плазм в клеточной системе, выживших в ре-
зультате действия дараприма, проводилось 
на 2-3 дня позже контрольных, т.е. время ге-
нерации особей удлинялось. Видимо, уве-
личение продолжительности одного поко-
ления эндозоита происходит за счет интер-
вала между делениями, а не самого процес-
са деления, о чем свидетельствует незначи-
тельное количество делящихся паразитов. 
Этот процесс приводит к уменьшению ви-
рулентности устойчивых к дараприму кло-
нов и постепенному формированию цисто-
подобных скоплений в инфицированных 
культурах. В световом микроскопе обнару-
живаются наряду с гипертрофированными 
формами более мелкие, с очень компакт-
ным почти точечным ядром. Изучение ре-
зистентных клонов токсоплазм в условиях 
выработки резистентности во время пос-
ледовательных пассажей на культурах кле-
ок и на мышах показало, что контроль-
ные опыты, без добавления дараприма, где 
речь идет о поколении резистентных ток-
соплазм, выживших после очередной обра-
ботки, отличаются по темпу размножения 
от постоянно обрабатываемых культур, но 
не по включению Н3-тимидина. Видимо, ре-
зистентные токсоплазмы продолжают из-
мененный синтез ДНК даже в отсутствии 
дараприма (не опубликованные данные).

Заключение
Изучение специфического антитоксо-

плазменного действия дараприма в систе-
ме инфицированных клеточных культур 
и на модели мышей Swiss выявило опреде-
ленную градацию между чувствительнос-
тью и резистентностью токсоплазм к пре-
парату, коррелирующую с вирулентностью 
штаммов и клонов, что позволило разрабо-
тать различные модели персистенции ток-
соплазм в клеточных системах, соответс-
твенно проявлениям и последствиям взаи-
модействия паразита и клетки-хозяина:

1. чувствительность к дараприму харак-
теризуется полным очищением инфициро-
ванных клеточных культур от токсоплазм 
без последующих рецидивов; 

2. устойчивость к дараприму (доза 48 
мкг/мл) приводит к формированию 3 типов 
персистенции: медленная, хроническая и ла-
тентная:

«медленная» инфекция характеризуется 
остановкой деления токсоплазм в первые 
7-10 часов, незначительными дегенератив-
ными изменениями клеток-хозяев с после-
дующим рецидивом пролиферативной ак-
тивности токсоплазм через 3-4 суток, закан-
чивающимися тяжелым поражением кле-
ток;

хроническая инфекция, сопровождаю-
щаяся редкими очагами с делящимися па-
разитами, постепенно замедляющими темп 
размножения и образующими цистоподоб-
ные скопления из «агглютинирующихся» 
эндозоитов в отдельных клетках, что при-
водит к значительному «очищению» моно-
слоя клеток. Однако сохранение отдельных 
очагов «дремлющих» внутриклеточных 
форм может привести к реактивации про-
цесса;

латентная инфекция – персистенция па-
разитов без выраженного ЦПД в клеточ-
ной популяции, коротким циклом постепен-
но замедляющегося размножения возбуди-
теля, приводящего к формированию форм 
его латенции – цист.

Разработанные модели могут быть ис-
пользованы для скрининга новых лекарст-
венных препаратов, градации чувствитель-
ности и резистентности паразитов, а также 
для биотехнологии –в частности, получения 
высокоспецифичных культуральных вак-
цин и антигенов для профилактики и диа-
гностики токсоплазмоза и других кокциди-
озов.

SUMMARY
Pyrimethamine resistance production in embryonal lung Bos taurus cell culture (LEK) interfered with en-
dodyogenie and resulted in the formation of multinucleated endozoite stages. Our virulence in vitro and in 
vivo assay suggest that as drug resistance increased the virulence in mice and cell system decreased.
Some gradation between Toxoplasma sensibility and resistance permitted us to elaborate different models 
of Toxoplasma persistence: “slow», chronic and latent infection.
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Токсокароз в современных условиях 
приобретает совершенно иное значение – 
становится серьезной экологической про-
блемой. Только по вине человека каждая 
вторая проба почвы с детских площадок в 
мегаполисе Москвы инвазирована яйцами 
токсокар от собак или кошек, что создает 
опасность и высокую степень риска для и 
для взрослых.

Возбудители токсокароза относятся к 
семейству Anisakidae , роду Тохосага. Из-
вестными представителями данного рода 
являются: Т. canis- гельминты главным об-
разом семейства Canidae , Т. mistax- семейс-
тва Felidae, T. vitulorum- буйволов и коров, 
Т. leonaria- львов.

Из данных видов наибольший интерес 
представляет Т. canis, которая вызывает 
одно из опаснейших заболеваний плотояд-
ных и человека. Заболевание вызывается 
миграцией личинок токсокар, характери-
зуется длительным рецидивирующим те-
чением и полиорганным поражением им-
мунологической природы.

Пораженность плотоядных Т. canis во 
всех странах мира достаточно высокая. На-
пример, в Москве она составляет практи-

чески 50%. При этом наиболее восприим-
чивыми остаются молодые особи благода-
ря существованию пренатального и транс-
маммарного механизма передачи инвазии.

По результатам гельминтологическо-
го вскрытия трупов собак на утильзаводе 
«Эколог» до 24% особей были инвазиро-
ваны гельминтами, и ведущее место среди 
них занимает инвазия Т. canis.

Половозрелые особи данного гель-
минта крупные раздельнополые немато-
ды - самцы длинной 5-10 см, хвостовой ко-
нец изогнут, на нем находятся две одинако-
вые спикулы. Длина самки: 10-18 см. На го-
ловном конце есть кутикулярные крылья. 
Между пищеводом и кишечником имеет-
ся желудочек- характерный признак это-
го вида. Средняя продолжительность жиз-
ни половозрелых особей 4-6 месяцев. Яй-
ца размером 0,068-0,075 мм, огруглые. тем-
новато-серые, с хорошо выраженной яче-
истостью.

Вышедшие с фекалиями яйца, дозревая 
во внешней среде, становясь инвазионны-
ми, попадают из почвы в рот, затем в же-
лудок и тонкую кишку хозяина. В тонкой 
кишке из яиц вылупливаются личинки, ко-
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