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Аннотация. Актуальность синтеза новых эффективных и безопасных препаратов для использования в мас‑
штабном животноводстве не вызывает сомнений. Это объясняется тем, что значительный процент препа‑
ратов, имеющихся в арсенале у ветеринарных врачей, предназначены для человека, а также многие из них 
оказывают негативное влияние на организм животных и вызывают сложность в дозировании. Учитывая 
данный факт, на кафедре фармакологии, токсикологии и радиобиологии нами было разработано новое 
средство на основе природного сырья для парентерального применения. Согласно требованиям «Феде‑
рального закона об обращении лекарственных средств», нами была изучена безопасность средства на эта‑
пе доклинических исследований, включающая в себя оценку эмбриотоксических и тератогенных свойств 
в период эмбриогенеза. В ходе проведения эксперимента установлено, что внутримышечное введение 
средства в дозе 0,5 мл на животное в течение первых 19 суток беременности не оказывает токсического 
влияния на развивающийся зародыш, что подтверждается отсутствием достоверной разницы между кон‑
трольной и опытной группой в изучаемых показателях. Введение средства в указанные выше сроки так‑
же не вызывает нарушений органогенеза и аномалий развития костной системы во внутриутробном пе‑
риоде.
Ключевые слова: доклинические исследования, природное сырье, лабораторные крысы, эмбриотоксич‑
ность, тератогенность
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В настоящее время существует множество под‑
ходов и схем для лечения и профилактики различ‑
ных заболеваний, однако, несмотря на огромный 
ассортимент синтетических препаратов на фарма‑
цевтическом рынке, все большую популярность 
приобретают так называемые натуральные сред‑
ства на основе природного сырья, в качестве кото‑
рого могут выступать лекарственные травы, про‑
дукты пчеловодства или различные виды грибов, 
история применения которых, исчисляется тыся‑
челетиями, о чем свидетельствуют многочислен‑
ные археологические раскопки и рукописи, сохра‑
нившиеся до наших дней [1—3]. 

Повышенный интерес к средствам из природ‑
ных компонентов объясняется, прежде всего, до‑
ступностью их получения и изготовления из них 
стандартизированных лекарственных средств, вы‑

сокой биологической активностью, многогранным 
действием на организм, а также сравнительной де‑
шевизной. Механизм их действия до конца не из‑
учен, однако, имеются данные, что активность при‑
родного сырья обусловлена наличием в нем био‑
логических активных веществ, так называемых 
метаболитов, в качестве которых могут выступать 
фенольные соединения, кумарины, эфирные мас‑
ла, алкалоиды [4]. 

Между тем, существует мнение, что эффектив‑
ность таких препаратов связана со схожестью хи‑
мического состава клеток растений и животных, 
благодаря чему, они на клеточном уровне могут 
встраиваться в  биохимические процессы, оказы‑
вая более мягкое действие на организм. Несмотря 
на большое количество преимуществ природно‑
го сырья, препараты на их основе нельзя считать 
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полностью безвредными, что обусловлено способ‑
ностью компонентов накапливать в той или иной 
мере различные химические вещества, меняющие 
свою активность и  степень токсичности в  зави‑
симости от технологии изготовления. Ввиду это‑
го, все этапы производства препаратов должны 
быть строго регламентированы и стандартизиро‑
ваны и соответствовать международным стандар‑
там качества GMP. Одним из основных этапов до‑
казательства безопасности средств является прове‑
дение доклинических исследований, включающее 
в себя изучение эмбриотоксического действия, ко‑
торое может проявляться в повышении уровня эм‑
бриональной смертности и возникновения различ‑
ных аномалий у плодов.

Исходя из вышеизложенного, целью работы 
явилось изучение возможных эмбриотоксических 
и тератогенных свойств нового средства на осно‑
ве природного сырья на этапе доклинических ис‑
следований.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования по изучению степени поврежда‑
ющего действия разработанного средства на раз‑
витие плодов осуществляли согласно «Руководству 
по экспериментальному (доклиническому) из‑
учению новых фармакологических веществ» 
и «Методическими указаниями по тестированию 
тератогенной активности химических веществ» 
[5—7]. Испытания проводили на 14 половозрелых 
аутбредных самках белых крыс массой тела 180,0—
200,0 г, которым в соответствии с методикой были 
подобраны половозрелые самцы в  соотношении 
1 : 4. Для проведения эксперимента животные были 
распределены на контрольную и опытную группы, 
в которых к самкам в стадии эструса и проэструса 
подсаживали самцов из расчета один самец на че‑
тыре самки. Микроскопическое обнаружение спер‑
матозоидов в  вагинальных мазках принимали за 
первый день беременности. Разработанное сред‑
ство вводили путем внутримышечных инъекций 
самкам опытной группы на протяжении 19 суток, 
начиная с первого дня беременности, в дозе 0,5 мл 
на голову. Животным контрольной группы по ана‑
логичной схеме применяли воду для инъекций.

Для оценки степени повреждающего действия 
изучаемого средства в эмбриональном периоде он‑
тогенеза на 20 сутки беременности осуществляли 
эвтаназию самок эфиром диэтиловым с последую‑
щим вскрытием для извлечения матки с плодами, 
при этом фиксировали продолжительность бере‑

менности, общее число живых и мертвых плодов, 
количество желтых тел и плодов на одну самку, чис‑
ло мест имплантаций, среднюю массу плодов их 
краниокаудальный размер, диаметр и массу плацен‑
ты и хориона. Для определения краниокаудального 
размера, диаметра хориона и плаценты использо‑
вали штангенциркуль «ШЦ‑125», а для взвешива‑
ния плодов электронные весы PKS0618D (рис. 1).

Рис. 1. Измерение краниокаудального размера 
плода с помощью штангенциркуля

Для установления возможных аномалий в пери‑
од органогенеза, в частности, формирования кост‑
ной системы, использовали метод Даусона. Для 
этого, плоды фиксировали в 96 % этиловом спирте 
в течение 10 дней, после чего помещали их в 1 % 
раствор гидроксида калия на 24—48 часов до про‑
светления тканей и заливали ализариновым краси‑
телем на 3—5 суток, который готовили по прописи 
А. П. Дыбан (1970) с добавлением нескольких ка‑
пель 1 % водного раствора красного ализарина [8]. 

После окрашивания костей в сиреневый цвет, 
плоды промывали до полного просветления раство‑
ра и регистрировали отклонения в формировании 
скелета. При этом визуально оценивали общее со‑
стояние костной системы, учитывали количество 
костей, характерное для данного вида животного, 
и измеряли длину крупных костей.

Испытания на животных проводились соглас‑
но Правилам надлежащей лабораторной практики 
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и Европейской конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных 
и иных научных целей [9, 10]. 

Достоверность разности между показателями 
контрольной и опытной группами определяли с по‑
мощью критерия Стьюдента при значении p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В ходе экспериментального периода установ‑

лено, что в течение всего срока беременности об‑
щее состояние и  поведение подопытных живот‑
ных оставалось без изменений, они охотно при‑
нимали корм и адекватно реагировали на внешние 
раздражители.

Результаты исследований извлеченного эм‑
брионального материала представлены в таблице 
1, из которой видно, что количество самок с живы‑
ми плодами соответствует числу беременных, то 
есть животные с полной резорбцией плодов в обе‑
их группах отсутствуют. Число плодов на одну сам‑
ку в контроле составило 6,14 ± 0,55 при 6,86 ± 0,64 
в опытной группе, что статистически не различимо. 
Аналогичная тенденция отмечена и между пока‑
зателями числа яйцеклеток, поступивших в матку, 
где разница среди групп недостоверна. Число мест 
имплантаций, характеризующие участки в матке, 

где произошло прикрепление зародыша, в среднем 
в контрольной группе составило 7,29 ± 0,65 про‑
тив 8,0 ± 0,7 в опыте при p ≥ 0,05. Одним из пока‑
зателей отсутствия эмбриотоксического действия 
препарата являются значения массы и диаметра за‑
родышевых оболочек, выполняющих важнейшую 
роль в формировании плода. Опытным путем уста‑
новлено, что данные показатели у изучаемых экс‑
траэмбриональных оболочек между группами ста‑
тистически не различимы, что косвенно свидетель‑
ствует об отсутствии негативного влияния средства 
на развитие плодов. Токсическое воздействие на 
развивающийся зародыш может проявляться и в за‑
держке общего развития, проявляющееся измене‑
ниями показателей массы тела и краниокаудаль‑
ного размера. 

Путем взвешивания установлено, что средняя 
масса плодов у крыс, получавших разработанное 
средство, составила 3,9 ± 0,11  граммов, а  в  кон‑
трольной группе 3,81 ± 0,10 при p ≥ 0,05. При 
этом, оба значения находились в пределах физио‑
логической нормы для данного вида животного. 
Цифровые показатели, характеризующие длину 
плода от кончика носа до основания хвоста, в обе‑
их подопытных группах находились на одном уров‑
не и не имели достоверных различий.

		  Таблица 1 
Результаты исследования эмбрионального материала при использовании 

разработанного средства с 1 по 19 сутки беременности (n = 7)

Показатель
Значение показателя для групп

Контрольная Опытная

Количество беременных самок 7 7

Количество самок с живыми плодами 7 7

Число плодов на одну самку, шт. 6,14 ± 0,55 6,86 ± 0,64

Количество желтых тел, шт. 8,57 ± 0,70 9,14 ± 0,55

Число мест имплантаций, шт. 7,29 ± 0,65 8,00 ± 0,70

Средняя масса плодов при вскрытии, г 3,90 ± 0,11 3,81 ± 0,10

Краниокаудальный размер плодов, мм 30,93 ± 1,33 33,79 ± 1,98

Диаметр хориона, мм 14,20 ± 1,24 14,57 ± 0,70

Средняя масса хориона, г 0,64 ± 0,31 0,68 ± 0,27

Диаметр плаценты, мм 13,26 ± 0,30 13,57 ± 0,38

Средняя масса плаценты, г 1,05 ± 0,10 0,92 ± 0,07
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Одним из критериев оценки токсического воз‑
действия вновь разработанных средств на фор‑
мирование плода является установление анома‑
лий костной системы. Отмечено, что плоды обеих 
подопытных групп имели анатомически правиль‑
но сформированный скелет, топография костей не 

нарушена, их количество соответствует физиоло‑
гическим нормам для данного вида животного. 
Размеры зачатков крупных костей в обеих иссле‑
дуемых группах находятся на одном уровне и не 
имеют достоверных различий, о  чем свидетель‑
ствуют табличные данные (табл. 2).

		  Таблица 2 
Средние размеры зачатков костной системы при введении разработанного 

средства с 1 по 19 сутки беременности (n = 7)

Вид кости
Размер кости, мм

Контрольная Опытная

Бедренная
правая 4,23 ± 0,12 4,64 ± 0,17

левая 4,31 ± 0,20 4,63 ± 0,16

Большеберцовая
правая 5,02 ± 0,17 5,09 ± 0,10

левая 5,05 ± 0,10 5,06 ± 0,07

Малоберцовая
правая 4,44 ± 0,12 4,34 ± 0,14

левая 4,39 ± 0,11 4,39 ± 0,08

Лопаточная
правая 3,49 ± 0,14 3,47 ± 0,15

левая 3,43 ± 0,09 3,4 ± 0,11

Плечевая
правая 4,29 ± 0,10 4,32 ± 0,07

левая 4,31 ± 0,09 4,35 ± 0,08

Локтевая
правая 4,38 ± 0,08 4,35 ± 0,06

левая 4,37 ± 0,05 4,32 ± 0,07

Лучевая
правая 3,45 ± 0,09 3,41 ± 0,07

левая 3,46 ± 0,06 3,39 ± 0,06

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенных исследований по изучению 

эмбриотоксического и тератогенного действия на 
этапе доклинических испытаний установлено, что 
разработанное нами средство из природных компо‑
нентов не оказывает негативного влияния на разви‑
тие плода в эмбриональный период онтогенеза, что 
подтверждается полученными результатами. Также 
средство не обладает способностью вызывать ано‑
малии в строении костной системы, что свидетель‑
ствует об отсутствии тератогенных свойств.
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Abstract. The relevance of the synthesis of new effective and safe drugs for use in large-scale animal husbandry 
is beyond doubt. This is due to the fact that a significant percentage of the drugs available in the arsenal of veter‑
inarians are human, as well as many of them have a negative effect on the body of animals and cause difficulty in 
dosing. Considering this fact, at the Department of Pharmacology, Toxicology and Radiobiology, we have de‑
signed a new drug based on natural raw materials for parenteral use. According to the requirements of the Feder‑
al Law on the Circulation of Medicines, we studied the safety of the drug at the stage of preclinical studies, which 
included an assessment of embryotoxic and teratogenic properties during embryogenesis. During the experiment, 
it has been found that the use of the drug at a dose of 0.5 ml per animal during the first 19 days of gestation does 
not have a toxic effect on the developing embryo, which is confirmed by the absence of a significant difference 
between the control and experimental groups in the studied indicators. Administration of the drug within the above 
periods also does not cause organogenesis disorders and abnormalities in the development of the skeletal system 
in the prenatal period.
Keywords: preclinical studies, natural raw materials, laboratory rats, embryotoxicity, teratogenicity
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Currently, there are many approaches and schemes 
for the treatment and prevention of various diseases, 
however, despite the huge range of synthetic drugs on 
the pharmaceutical market, so-called natural remedies 
based on natural raw materials, which can be medici‑
nal herbs and beekeeping products, are becoming in‑
creasingly popular or various types of mushrooms, 
the history of which dates back thousands of years, as 
evidenced by numerous archaeological excavations 
and manuscripts that have survived to this day [1—3]. 

The increased interest in products made from nat‑
ural components is explained, first of all, by the avail‑
ability of their production and the manufacture of stan‑
dardized medicines from them, high biological activity, 
multifaceted effects on the body, as well as compara‑
tive cheapness. The mechanism of their action has not 
been fully studied, however, there is evidence that the 
activity of natural raw materials is due to the presence 
of biological active substances in them, so-called me‑
tabolites, which can be phenolic compounds, couma‑
rins, essential oils, and alkaloids [4]. 

Meanwhile, there is an opinion that the effective‑
ness of such drugs is associated with the similarity of 
the chemical composition of plant and animal cells, 
due to which they can be integrated into biochemical 
processes at the cellular level, providing a milder ef‑
fect on the body. Despite the large number of advantag‑
es of natural raw materials, drugs based on them can‑
not be considered completely harmless, which is due 
to the ability of the components to accumulate, to one 
degree or another, various chemicals that change their 
activity and degree of toxicity depending on the manu‑
facturing technology. In view of this, all stages of drug 
production must be strictly regulated and standardized 
and comply with international GMP quality standards. 
One of the main stages of proving the safety of drugs is 
conducting preclinical studies, which includes study‑
ing the embryotoxic effect that can manifest itself in 
an increase in the level of embryonic mortality and the 
occurrence of various anomalies in fetuses.

Based on the above, the objective of the work was 
to study the possible embryotoxic and teratogenic prop‑
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erties of a new product based on natural raw materials 
at the stage of preclinical research.

MATERIAL AND METHODS
The researches to study the degree of dam‑

aging effect of the designed drug on fetal devel‑
opment were carried out in accordance with the 
Guidelines for Experimental (Preclinical) Study of 
New Pharmacological Substances and Guidelines 
for Testing the Teratogenic Activity of Chemical 
Substances [5—7]. The tests were carried out on 
14 mature outbred female white rats weighing 180.0—
200.0 g, to which, in accordance with the methodolo‑
gy, mature males were selected in a ratio of 1 : 4. To 
conduct the experiment, the animals were divided into 
control and experimental groups, in which males were 
placed to females at the estrus and proestrus stages at 
the rate of one male for four females. Microscopic de‑
tection of sperm in vaginal smears was taken as the 
first day of gestation. The designed product was ad‑
ministered by intramuscular injection to females of the 
experimental group for 19 days, starting from the first 
day of gestation, at a dose of 0.5 ml per animal. The 
animals in the control group received water for injec‑
tion according to a similar scheme.

To assess the degree of damaging effect of the drug 
under study in the embryonic period of ontogenesis, 
on day 20 of gestation, females were euthanized with 
diethyl ether, followed by autopsy to remove the uter‑
us with fetuses, while there were recorded the dura‑
tion of gestation, the total number of living and dead 
fetuses, the number of corpora lutea and fetuses per 
female, the number of implantation sites, the average 
weight of the fetuses, their craniocaudal size, the di‑
ameter and weight of the placenta and chorion. To de‑
termine the craniocaudal size, diameter of the chori‑
on and placenta, a ShTs‑125 caliper was used, and a 
PKS0618D electronic scale was used to weigh the fe‑
tuses (Fig. 1).

To establish possible anomalies during the period 
of organogenesis, in particular, the formation of the 
skeletal system, the Dawson method was used. To do 
this, the fetuses were fixed in 96 % ethyl alcohol for 
10 days, after which they were placed in a 1 % potas‑
sium hydroxide solution for 24—48 hours until the tis‑
sues cleared and filled with alizarin dye for 3—5 days, 
which was prepared according to A. P. Dyban (1970) 
with the addition of a few drops of a 1 % aqueous solu‑
tion of alizarin red [8]. After staining the bones lilac, 
the fetuses were washed until the solution was com‑
pletely clear and deviations in the formation of the 
skeleton were recorded. At the same time, the general 

condition of the skeletal system was visually assessed, 
the number of bones typical of a given animal species 
was taken into account, and the length of large bones 
was measured.

Fig. 1. Measuring the craniocaudal size of the fetus 
using a caliper

Animal testing was carried out in accordance with 
the Guidelines of Good Laboratory Practice and the 
European Convention for the Protection of Vertebrate 
Animals Used for Experimental and Other Scientific 
Purposes [9, 10]. The significance of the difference 
between the indicators of the control and experimen‑
tal groups was determined using the Student’s t test 
at p < 0.05.

STUDY RESULTS
During the experimental period, it was established 

that throughout the entire gestation, the general con‑
dition and behavior of the experimental animals re‑
mained unchanged, they willingly accepted food and 
responded adequately to external stimuli.

The results of studies of the extracted embryonic 
material are presented in Table 1, from which it can 
be seen that the number of females with live fetuses 
corresponds to the number of pregnant animals, that 
is, there are no animals with complete resorption of 
fetuses in both groups. The number of fetuses per fe‑
male in the control was 6.14 ± 0.55, while 6.86 ± 0.64 
in the experimental group, which was not statisti‑
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cally distinguishable. A similar trend was noted be‑
tween the indicators of the number of oocytes enter‑
ing the uterus, where the difference among the groups 
was not significant. The number of implantation sites, 
characterizing the areas in the uterus where the em‑
bryo was attached, on average in the control group 
was 7.29 ± 0.65  versus 8.0 ± 0.7 in the experiment 
with p ≥ 0.05. One of the indicators of the absence of 
embryotoxic effect of the drug is the mass and diam‑
eter of the embryonic membranes, which play a crit‑
ical role in the formation of the fetus. It was experi‑
mentally established that these indicators in the stud‑
ied extraembryonic membranes are not statistically 
distinguishable between groups, which indirectly in‑

dicates the absence of a negative effect of the drug on 
fetal development. The toxic effect on the developing 
embryo can also manifest itself in a delay in general 
development, manifested by changes in body weight 
and craniocaudal size. 

By weighing it was established that the average 
weight of fetuses in rats receiving the designed prod‑
uct was 3.9 ± 0.11 grams, and in the control group — 
3.81 ± 0.10 with p ≥ 0.05. Moreover, both values were 
within the physiological norm for this animal species. 
Digital indicators characterizing the length of the fe‑
tus from the tip of the nose to the base of the tail (tail‑
set) were at the same level in both experimental groups 
and did not have significant differences.

		  Table 1 
Results of the study of embryonic material using the designed product from days 1 to 19 of gestation (n = 7)

Indicator
Indicator value for groups

Control Experimental

Number of pregnant females 7 7

Number of females with alive fetuses 7 7

Number of fetuses per female, pcs. 6.14 ± 0.55 6.86 ± 0.64

Number of corpora lutea, pcs. 8.57 ± 0.70 9.14 ± 0.55

Number of implantation sites, pcs. 7.29 ± 0.65 8.00 ± 0.70

Average weight of fetus on autopsy, g 3.90 ± 0.11 3.81 ± 0.10

Craniocaudal size of fetus, mm 30.93 ± 1.33 33.79 ± 1.98

Chorion diameter, mm  14.20 ± 1.24 14.57 ± 0.70

Average chorion mass, g 0.64 ± 0.31 0.68 ± 0.27

Placenta diameter, mm 13.26 ± 0.30 13.57 ± 0.38

Average placenta weight, g 1.05 ± 0.10 0.92 ± 0.07

One of the criteria for assessing the toxic effects 
of newly designed drugs on fetal formation is the es‑
tablishment of anomalies of the skeletal system. It was 
noted that the fetuses of both experimental groups had 
an anatomically correctly formed skeleton, the topog‑
raphy of the bones was not changed, and their number 
corresponded to the physiological norms for this type 
of animal. The sizes of the primordia of large bones 
in both study groups are at the same level and do not 
have significant differences, as evidenced by the table 
data (Table 2).

CONCLUSION
In the course of the researches conducted to study 

the embryotoxic and teratogenic effects at the stage of 
preclinical trials, it has been established that the prod‑
uct we designed from natural components does not 
have a negative effect on the development of the fetus 
during the embryonic period of ontogenesis, which is 
confirmed by the results obtained. The drug also does 
not have the ability to cause abnormalities in the struc‑
ture of the skeletal system, which indicates the absence 
of teratogenic properties.
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		  Table 2 
Average sizes of the skeletal system rudiments upon administration of the 

designed drug from days 1 to 19 of gestation (n = 7)

Type of bone
Bone size, mm

Control Experimental

Femur
right 4.23 ± 0.12 4.64 ± 0.17

left 4.31 ± 0.20 4.63 ± 0.16

Tibia
right 5.02 ± 0.17 5.09 ± 0.10

left 5.05 ± 0.10 5.06 ± 0.07

Fibula
right 4.44 ± 0.12 4.34 ± 0.14

left 4.39 ± 0.11 4.39 ± 0.08

Scapula
right 3.49 ± 0.14 3.47 ± 0.15

left 3.43 ± 0.09 3.4 ± 0.11

Brachial bone
right 4.29 ± 0.10 4.32 ± 0.07

left 4.31 ± 0.09 4.35 ± 0.08

Elbow bone
right 4.38 ± 0.08 4.35 ± 0.06

left 4.37 ± 0.05 4.32 ± 0.07

Radius
right 3.45 ± 0.09 3.41 ± 0.07

left 3.46 ± 0.06 3.39 ± 0.06
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Аннотация. Отечественное животноводство и птицеводство — это наиболее динамично развивающиеся 
отрасли сельского хозяйства, обеспечивающие население страны биологически полноценными и безопас‑
ными продуктами питания. В период импортозамещения на ветеринарный рынок Российской Федерации 
поступает значительное количество новых препаратов и кормовых добавок, которые в обязательном по‑
рядке должны проходить доклинические и клинические исследования безопасности. Однократное вну‑
трижелудочное введение многокомпонентной кормовой добавки Гепатопротект в  дозах 2000  мг/кг 
и 5000 мг/ кг не привело к гибели лабораторных животных, что согласно ГОСТ 32644—2014 позволило 
отнести ее к 5 классу опасности. За весь период наблюдений не отмечали нарушений в поведенческих ре‑
акциях и физиологическом состоянии крыс. Исследования испытуемого продукта по определению мест‑
но-раздражающего действия проводили путем нанесения его на кожу морских свинок и кроликов. У од‑
ной морской свинки выявили незначительные изменения, выразившееся в появлении едва видимой эри‑
темы, исчезающей в течение 2 часов. Такое кратковременное минимальное раздражающее действие не 
влияло на упругость и эластичность кожи, а животные сохраняли физиологическое состояние и поведен‑
ческие реакции, свойственные здоровым особям. По результатам анализа раздражающего действия на сли‑
зистые оболочки органа зрения кроликов и морских свинок (инстилляция 1 % суспензии на конъюнкти‑
ву) зарегистрировали незначительную лакримацию, исчезающую через 25 минут и легкую гиперемию 
конъюнктивы только у двух морских свинок. На протяжении 14 дней опыта у кроликов и морских свинок 
не отметили раздражающего действия.
Ключевые слова: кормовая добавка, Гепатопротект, острая токсичность, местно-раздражающее действие, 
лабораторные животные
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В современном животноводстве широко рас‑
пространены заболевания обмена веществ, кото‑
рые напрямую влияют на продуктивность живот‑
ных, возможность раскрытия ими генетического 
потенциала и экономическую эффективность от‑
расли в целом. Поэтому с целью предотвращения 
метаболических нарушений активно разрабатыва‑
ются и внедряются новые кормовые добавки, спо‑
собствующие нормализации обмена веществ, улуч‑
шению продуктивности и уменьшению затрат на 
корма [1—4]. Однако перед использованием их для 
продуктивных животных обязательно должны быть 
проведены доклинические токсикологические ис‑
следования.

Токсикологическая оценка предполагает целый 
ряд исследований, неотъемлемой частью которых 
является изучение острой токсичности и местно-
раздражающего действия на организм эксперимен‑
тальных животных [5—8], что и послужило целью 
нашей работы.

Цель исследования — изучить острую токсич‑
ность и местно-раздражающее действие кормовой 
добавки Гепатопротект на лабораторных животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования проводили в  период 2021—
2022 гг на базе отдела экологии и незаразной па‑
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тологии животных Уральского научно-исследова‑
тельского ветеринарного института — структур‑
ного подразделения ФГБНУ УрФАНИЦ УрО РАН 
в рамках Государственного задания в соответствии 
с  Программой ФНИ государственных академий 
наук по направлению 4.2.1.5 «Разработка техно‑
логий прижизненного управления качеством жи‑
вотноводческого сырья для получения высокока‑
чественных и безопасных продуктов питания».

Кормовая добавка Гепатопротект  — много‑
компонентный сыпучий порошок бежевого цве‑
та, содержащий в своем составе: аморфный диок‑
сид кремния; диатомит; дрожжи кормовые; пропи‑
ленгликоль; корень цикория; пропионат кальция; 
кислоту аскорбиновую; хелатные соединения ме‑
тионина с марганцем, медью и цинком; метионин 
84 %; холин хлорид 60 %; шрот подсолнечника. 
Испытуемая комбинация компонентов предназна‑
чена для нормализации обмена веществ, выведе‑
ния токсичных соединений из организма, защи‑
ты и восстановления печени от вредного влияния 
неконтагиозных факторов, предупреждения кето‑
ацидоза, повышения устойчивости к стрессу, улуч‑
шения продуктивности, уменьшения затрат кор‑
ма, повышения сохранности поголовья животных. 
Разработчик и производитель: ООО «СХП «Нива», 
Республика Крым.

Доклинические испытания по определению 
острой токсичности, осуществляли на клинически 
здоровых самках нелинейных лабораторных крыс 
(n = 6), половозрелых, небеременных и  ранее не 
рожавших, с предварительным 10‑дневным каран‑
тинированием, маркированием и формированием 
групп. Возраст крыс на начало эксперимента был 
8—9 недель, живая масса — 180—195 г.

Перед определением острой токсичности ла‑
бораторных крыс выдерживали на голодной диете 
в течение 12 часов со свободным доступом к воде. 
Затем грызунов взвешивали и на основании массы 
тела индивидуально для каждого грызуна рассчи‑
тывали необходимое количество испытуемой до‑
бавки. На начальном этапе трем особям вводили 
кормовую добавку Гепатопротект в дозе 2000 мг/кг 
массы тела. 

По результатам этого эксперимента следую‑
щим трем грызунам дозу увеличили до 5000 мг/кг 
согласно ГОСТ 32644—2014 [9]. Исследуемый 
продукт измельчали до состояния порошка и сме‑
шивали с дистиллированной водой, доводя объем 
готовой суспензии до 5 мл, затем ее вводили жи‑
вотным при помощи зонда индивидуально вну‑
трижелудочно. Наблюдения за крысами проводи‑

ли в течение первых суток: в первые 30 минут не‑
прерывно, а в последующие 4 часа регистрировали 
признаки токсичности ежечасно. По окончании 
этого периода согласно регламенту опыта давали 
корм. Оценку состояния животных в соответствии 
с ГОСТ 32644—2014 осуществляли индивидуаль‑
но ежедневно с выявлением физиологических, по‑
веденческих, болевых и пищевых вариаций в тече‑
ние 14 дней. Контрольные взвешивания проводили 
на 7 и 14 дни эксперимента. По окончании иссле‑
дования острой токсичности лабораторных грызу‑
нов подвергли эвтаназии и аутопсии с целью оцен‑
ки возможных макроскопических изменений вну‑
тренних органов.

Далее проводили исследования по выявлению 
раздражающих свойств испытуемой кормовой до‑
бавки. Объектом наблюдений были клинически 
здоровые небеременные и ранее нерожавшие самки 
морских свинок (n = 6) и кроликов (n = 6) с живой 
массой 350—390 г и 2,4—2,5 кг соответственно. 
Все лабораторные животные проходили каранти‑
нирование в течение 14 дней с последующим взве‑
шиванием на весах CAS SW‑10 (Южная Корея), ме‑
чением и комплектованием групп.

Экспериментальных животных содержали 
в одинаковых условиях с контролируемым микро‑
климатом согласно нормативным санитарно-гигие‑
ническим требованиям и рекомендациям [10—15].

Первый этап исследования включал опреде‑
ление местно-раздражающего действия на кожу 
трех морских свинок и трех кроликов, которым вы‑
бривали по 2 участка шерстного покрова площа‑
дью 30 × 30 мм в виде кожного «окошка» с двух 
сторон туловища. После 24  часов голодной дие‑
ты и отсутствии эритемы на коже животных начи‑
нали эксперимент. На кожу двух «окошек» правой 
стороны индивидуально однократно наносили ап‑
пликации мази (50 % Гепатопротект + 50 % лано‑
лин) в количестве: морским свинкам — 0,1 г/жи‑
вотное и 1,0 г/животное, кроликам — 0,5 г/живот‑
ное и 5,0 г/животное. Контролем служили «окна» 
с противоположной стороны, на которые наносили 
аналогичное количество мази, содержащей только 
ланолин. Экспозиция составляла 4 часа. По истече‑
нии этого периода удаляли оставшееся количество 
Гепатопротекта, места нанесения высушивали и ре‑
гистрировали изменения реакции кожи ежедневно 
в течение 14 дней в одно и то же время. Учитывали 
изменения цвета, появление отека и расчесов, тол‑
щину кожной складки. Болезненность определяли 
реакцией животных на пальпацию эксперимен‑
тального участка.
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Результаты оценивали по бальной системе 
(шкала выраженности местно-раздражающего дей‑
ствия на кожу) (табл. 1).

Второй этап исследования — определение раз‑
дражающего действия на слизистые оболочки орга‑
на зрения. Для этого трем морским свинкам и трем 

кроликам в конъюнктивальный свод правого гла‑
за наносили однократно 2—3 капли 1 % суспензии 
кормовой добавки, а левая сторона служила кон‑
тролем, но вместо исследуемого вещества приме‑
няли дистиллированную воду температуры тела 
животного.

		  Таблица 1 
Шкала выраженности местно-раздражающего действия на кожу

Визуальные изменения Значение

Отсутствие эритемы и отека 0

Едва видимая эритема (бледно-розовая) и появление припухлости 1

Ясно видимая эритема (ярко розовая) и легкий отек (четкие края припухлости) 2

Красная эритема по всему участку и средний отек (припухлость ≈ 1 мм) 3

Тяжелая эритема, инфильтрация и сильный отек (припухлость ˃ 1 мм) 4

Тяжелая эритема, выраженная инфильтрация, очаговые изъязвления, наличие струпа 5

Визуальную реакцию раздражения конъюнк‑
тивы оценивали ежечасно в течение 6 часов после 
инстилляции по балльной шкале (табл. 2). Далее 
ежедневно на протяжении 14 дней учитывали об‑
щее состояние животных, наличие эритемы конъ‑

юнктивы, изменения слезного протока и склеры, 
присутствие слезотечения и  количество выделе‑
ний, возможное появление кератита и блефарита, 
светобоязнь. Обращали внимание на длительность 
и выраженность изменений.

		  Таблица 2 
Бальная шкала оценки реакции конъюнктивы на раздражение

Баллы Реакция Эффект

0 Нет Отсутствует

2 Слабая Слабый

4 Выраженная Умеренный

6 Слезотечение Слабо выраженный

8 Наличие выделений Выраженный

10 Отек век Сильно выраженный

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

На основании анализа литературных данных 
было установлено, что входящие в состав компо‑
нентов кормовой добавки Гепатопротект вещества, 
не оказывают негативного влияния на организм 
животных. Это послужило основанием для выбо‑
ра на начальном этапе эксперимента дозировки 
2000 мг/кг массы тела.

При определении острой токсичности в  те‑
чение 24  часов после введения кормовой добав‑
ки Гепатопротект наблюдали 100 % сохранность 
крыс, отсутствие изменений в потреблении кор‑
ма и воды, частоты и глубины дыхательных дви‑
жений, цвета видимых слизистых оболочек, коор‑
динации движений и  тонуса скелетной мускула‑
туры. Угнетенного состояния не отмечали. Цвет 
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фекалий и консистенция соответствовали норме. 
Последующие 14 суток все крысы были живы, ак‑
тивны и отрицательной динамики в их физиологи‑
ческом состоянии не наблюдали.

Живая масса грызунов на 7 и 14 дни экспери‑
мента показала увеличение средних значений на 
3,5 % и 7,3 % по отношению к фоновым показате‑
лям. Анализ результатов аутопсии не выявил пато‑
логических изменений в цвете, консистенции и раз‑
мере внутренних органов.

Отсутствие гибели животных и признаков ток‑
сичности на начальном этапе эксперимента послу‑
жило основанием для испытания верхнего уровня 
дозы — 5000 мг/кг массы тела. Исследования про‑
водили в аналогичные временные периоды с реги‑
страцией изменений.

Внутрижелудочное введение испытуемой кор‑
мовой добавки в дозе 5000 мг/кг также не выяви‑
ло негативного влияния на организм лабораторных 
крыс. Сохранность составила 100 %. Отклонений 
в физиологическом состоянии, пищевых, поведен‑
ческих и болевых реакциях грызунов не было за‑
регистрировано. 

Увеличение живой массы на 7 и  14 дни на‑
блюдений составило 3,4 % и 6,2 % по отношению 
к первоначальным данным. Видимых патологиче‑
ских изменений внутренних органов после ауто‑
псии не отмечали. Таким образом, применение 
кормовой добавки в дозах 2000 мг/кг и 5000 мг/кг 
не привело к гибели лабораторных животных, что 
согласно ГОСТ 32644—2014 позволило отнести ее 
к 5 классу опасности.

При исследовании местно-раздражающего 
действия проводили запланированные манипуля‑
ции с лабораторными животными согласно дизай‑
ну опыта.

После воздействия кормовой добавки на кожу 
у кроликов не зарегистрировали признаков воспа‑
ления или раздражения. Кожа оставалась эластич‑
ной, подвижной, безболезненной и волосяной по‑
кров начинал восстанавливаться со вторых суток. 
Животные весь период наблюдений оставались ак‑
тивными и сохраняли физиологические и пищевые 
реакции, свойственные здоровым особям.

Незначительные изменения выявили после ап‑
пликации тестируемой кормовой добавки на кожу 
морских свинок, как наиболее чувствительных 
объектов лабораторных исследований. У  одного 
животного при нанесении добавки в составе мази 
в дозе 1,0 г/животное в первые сутки отмечали едва 
видимую эритему, которая исчезла в течение 2‑х 
часов, т. е. имело место минимальное раздражаю‑

щее действие, не повлиявшее на упругость и эла‑
стичность кожи. Возможно, данная реакция связа‑
на с индивидуальной чувствительностью конкрет‑
ной особи, так как отклонений в физиологическом 
состоянии и  поведенческих реакциях не зареги‑
стрировано.

По результатам первого этапа исследований 
было установлено, что после однократной накож‑
ной 4‑часовой экспозиции кормовой добавки в со‑
ставе мази у обоих видов животных в течение 14 
дней не выявлено местно-раздражающего эффек‑
та и видимых изменений.

При изучении раздражающего действия кормо‑
вой добавки на слизистые оболочки глаз морских 
свинок и кроликов существенных негативных из‑
менений не отмечено. 

Однако после инстилляции 1 % суспензии 
у двух морских свинок зарегистрировали незначи‑
тельную лакримацию, исчезающую через 25 ми‑
нут. В течение 1 часа у этих особей также наблю‑
дали легкую гиперемию конъюнктивы.

На основании полученных результатов второ‑
го этапа исследований, продолжавшегося 14 дней, 
было установлено, что нанесение на конъюнкти‑
ву суспензии кормовой добавки Гепатопротект не 
оказывало раздражающего действия.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За время проведения исследований не наблю‑

дали клинических признаков интоксикации у лабо‑
раторных крыс после внутрижелудочного введения 
кормовой добавки Гепатопротект в дозе 2000 мг/кг 
и 5000 мг/кг. Изменений внешнего вида, пищевых 
и поведенческих реакций, падежа животных не от‑
мечали. По окончании опытного периода макроско‑
пических патологических изменений внутренних 
органов не регистрировали.

Проведенные исследования кормовой добавки 
Гепатопротект не выявили негативного влияния на 
кожу лабораторных животных, слизистые оболоч‑
ки органов зрения и их функциональное состоя‑
ние. Установлено, что аппликации тестируемой 
кормовой добавки не обладают местно-раздража‑
ющим эффектом на кожу морских свинок и кроли‑
ков, а применение в форме 1 % суспензии не вы‑
зывает отрицательного воздействия на слизистые 
оболочки глаз.

Таким образом, кормовая добавка Гепатопротект 
согласно ГОСТ 32644—2014 относится к 5 классу 
опасности и  не обладает местно-раздражающим 
действием. В связи с этим, она может быть рекомен‑
дована для дальнейших клинических испытаний.
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Abstract. Domestic livestock and poultry farming are the most dynamically developing sectors of agriculture, 
providing the country’s population with biologically complete and safe food products. During the period of im‑
port substitution, a significant number of new drugs and feed additives enter the veterinary market of the Russian 
Federation, which must undergo preclinical and clinical safety studies. A single intragastric administration of the 
multicomponent feed additive Hepatoprotect at doses of 2000 mg/kg and 5000 mg/kg did not lead to the death of 
laboratory animals, which, according to GOST 32644—2014, allowed it to be classified as hazard class 5. During 
the entire observation period, no disturbances were noted in the behavioral reactions and physiological state of 
the rats. The studies of the test product to determine the local irritant effect were carried out by applying it to the 
skin of guinea pigs and rabbits. One guinea pig showed minor changes, expressed in the appearance of barely vis‑
ible erythema, disappearing within 2 hours. Such a short-term minimal irritant effect did not affect the firmness 
and elasticity of the skin, and the animals retained the physiological state and behavioral reactions typical of 
healthy individuals. Based on the results of the analysis of the irritant effect on the mucous membranes of the or‑
gan of vision of rabbits and guinea pigs (instillation of a 1 % suspension onto the conjunctiva), a slight lacrima‑
tion was recorded, disappearing in 25 minutes, and a slight hyperemia of the conjunctiva in only two guinea pigs. 
During 14 days of the experiment, no irritation was noted in rabbits and guinea pigs.
Keywords: feed additive, Hepatoprotect, acute toxicity, local irritant effect, laboratory animals
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In modern livestock farming, metabolic diseases 
are widespread, which directly affect the productivity 
of animals, the ability of them to reveal their genetic 
potential and the economic efficiency of the industry 
as a whole. Therefore, in order to prevent metabolic 
disorders, new feed additives are being actively de‑
signed and introduced to help normalize metabolism, 
improve productivity and reduce feed costs [1—4]. 
However, before using them in productive (food pro‑
ducing) animals, preclinical toxicological studies must 
be carried out.

A toxicological assessment involves a number of 
studies, an integral part of which is the study of acute 
toxicity and local irritant effects on the body of the 
experimental animals [5—8], which was the objec‑
tive of our work.

The objective of the research is to study the acute 
toxicity and local irritant effect of the feed additive 
Hepatoprotect on laboratory animals.

MATERIAL AND METHODS
The studies were carried out during the peri‑

od of 2021—2022 on the basis of the Department of 
Ecology and Non-Contagious Pathology of Animals 
of the Ural Research Veterinary Institute — a struc‑
tural unit of FSBSI Ural Federal Agrarian Research 
Center of the RAS, within the framework of the State 
assignment in accordance with the FRI Program of 
State Academies of Sciences 4.2.1.5 Development of 
Technologies for Intravital Quality Management of 
Livestock Raw Materials to Obtain High-Quality and 
Safe Food Products.

The feed additive Hepatoprotect is a multicompo‑
nent free-flowing beige powder containing amorphous 
silicon dioxide, diatomite, feed yeast, propylene gly‑
col, chicory root, calcium propionate, ascorbic acid, 
chelate compounds of methionine with manganese, 
copper and zinc, methionine 84 %, choline chloride 
60 %, sunflower meal. 
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The tested combination of components is intend‑
ed to normalize metabolism, remove toxic compounds 
from the body, protect and restore the liver from the 
harmful effects of non-contagious factors, prevent ke‑
toacidosis, increase resistance to stress, improve pro‑
ductivity, reduce feed costs, and increase the livability 
of livestock. Developer and manufacturer: SKhP Niva 
LLC, Republic of Crimea.

Preclinical tests to determine acute toxicity were 
carried out on clinically healthy female nonlinear lab‑
oratory rats (n = 6), sexually mature, non-pregnant, 
nulliparous, with a preliminary 10‑day quarantine, 
marking and group formation. The age of the rats at 
the beginning of the experiment was 8—9 weeks, live 
weight — 180—195 g.

Before determining acute toxicity, laboratory rats 
were kept on a starvation diet for 12 hours with free 
access to water. Then the rodents were weighed and, 
based on body weight, the required amount of the test 
additive was calculated individually for each rodent. At 
the initial stage, three animals were administered the 
feed additive Hepatoprotect at a dose of 2000 mg/kg 
of body weight. Based on the results of this experi‑
ment, the dose for the next three rodents was increased 
to 5000 mg/kg according to GOST 32644—2014 [9].

The test product was ground to a powder and 
mixed with distilled water, making the volume of the 
finished suspension up to 5 ml, then it was adminis‑
tered to the animals using a probe individually intra‑
gastrically. The observations of the rats were carried 
out during the first day: in the first 30 minutes contin‑
uously, and in the next 4 hours, the signs of toxicity 
were recorded hourly. At the end of this period, food 
was given according to the experimental regulations. 
The assessment of the animalsʼ condition in accordance 
with GOST 32644—2014 was carried out individu‑
ally every day, identifying physiological, behavior‑
al, pain and nutritional variations for 14 days. Control 
weighing was carried out on days 7 and 14 of the ex‑
periment. At the end of the acute toxicity study, labo‑

ratory rodents were euthanized and necropsied to as‑
sess possible macroscopic changes in internal organs.

Then, the studies were carried out to identify the 
irritating properties of the tested feed additive. The ob‑
jects of observation were clinically healthy non-preg‑
nant and previously nulliparous female guinea pigs 
(n = 6) and rabbits (n = 6) with a live weight of 350—
390 g and 2.4—2.5 kg, respectively. All laboratory ani‑
mals were quarantined for 14 days, followed by weigh‑
ing on a CAS SW‑10 scale (South Korea), tagging and 
forming of the groups.

The experimental animals were kept in the same 
conditions with a controlled microclimate in accor‑
dance with regulatory sanitary and hygienic require‑
ments and recommendations [10—15].

The first stage of the study included determining 
the local irritant effect on the skin of three guinea pigs 
and three rabbits, which were shaved in two areas of 
fur with an area of 30 × 30 mm in the form of a skin 
“window” on both sides of the body. The experiment 
began 24 hours after a starving diet and the absence 
of erythema on the skin of the animals. Applications 
of the ointment (50 % Hepatoprotect + 50 % lanolin) 
were individually applied to the skin of two “windows” 
on the right side in the following quantities: for guinea 
pigs — 0.1 g/animal and 1.0 g/animal, for rabbits — 
0.5 g/animal and 5.0 g/animal. The “windows” on the 
opposite side served as the control, onto which a sim‑
ilar amount of ointment containing only lanolin was 
applied. The exposure lasted 4 hours. After this period, 
the remaining amount of Hepatoprotect was removed, 
the application sites were dried, and changes in skin 
reaction were recorded daily for 14 days at the same 
time. Changes in color, the appearance of swelling and 
scratching, and the thickness of the skin fold were tak‑
en into account. Pain was determined by the reaction 
of animals to palpation of the experimental area.

The results were assessed using a point system 
(scale of severity of local irritant effect on the skin) 
(Table 1).

		  Table 1 
Severity scale of the local irritant effect on the skin

Visual changes Value

1 2

Absence of erythema and edema 0

Barely visible erythema (pale pink) and swelling 1

Clearly visible erythema (bright pink) and mild edema (clear edges of swelling) 2
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Table 1 (the end)

1 2

Red erythema over the entire area and moderate edema (swelling ≈ 1 mm) 3

Severe erythema, infiltration and severe edema (swelling ˃ 1 mm) 4

Severe erythema, severe infiltration, focal ulceration, eschar 5

The second stage of the study is to determine the 
irritant effect on the mucous membranes of the organ 
of vision. For this, three guinea pigs and three rabbits 
were treated with 2—3 drops of a 1 % suspension of 
feed additive once in the conjunctival fornix of the right 
eye, and the left side served as the control, but instead 
of the test substance, distilled water with the animal’s 
body temperature was used.

The visual reaction of conjunctival irritation was 
assessed hourly for 6 hours after instillation using a 
point scale (Table 2). Then, every day for 14 days, the 
general condition of the animals, the presence of con‑
junctival erythema, changes in the lacrimal duct and 

sclera, the presence of lacrimation and the amount of 
discharge, the possible appearance of keratitis and 
blepharitis, and photophobia were taken into account. 
There was paid attention to the duration and severi‑
ty of changes.

STUDY RESULTS
Based on an analysis of the literary data, it has been 

found that the substances included in the components 
of the feed additive Hepatoprotect do not have a neg‑
ative effect on the animal’s body. This served as the 
basis for choosing a dosage of 2000 mg/kg of body 
weight at the initial stage of the experiment.

		  Table 2 
Point scale for assessing the reaction of the conjunctiva to irritation

Point Reaction Effect

0 No Absent

2 Weak Weak

4 Expressed Moderate

6 Lacrimation Weakly expressed

8 Presence of discharge Expressed

10 Swelling of the eyelids Strongly expressed

When determining acute toxicity within 24 hours 
after administration of the feed additive Hepatoprotect, 
100 % livability of rats was observed, no changes in 
food and water consumption, frequency and depth of 
respiratory movements, color of visible mucous mem‑
branes, coordination of movements and tone of skel‑
etal muscles. No depressed state was noted. The col‑
or of feces and consistency were normal. For the next 
14 days, all rats were alive, active, and no negative 
dynamics was observed in their physiological state.

The live weight of rodents on days 7 and 14 of the 
experiment showed an increase in average values by 
3.5 % and 7.3 % relative to the baseline indicators. The 

analysis of the autopsy results did not reveal patholog‑
ical changes in the color, consistency and size of the 
internal organs.

The absence of animal death and signs of toxicity 
at the initial stage of the experiment served as the ba‑
sis for testing the upper dose level — 5000 mg/kg of 
body weight. The studies were carried out in similar 
time periods with the registration of changes.

Intragastric administration of the tested feed addi‑
tive at a dose of 5000 mg/kg also did not reveal a neg‑
ative effect on the body of laboratory rats. Livability 
was 100 %. No deviations in the physiological state, 
nutritional, behavioral and pain reactions of rodents 
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were recorded. The increase in live weight on days 7 
and 14 of observations was 3.4 % and 6.2 %, compared 
to the initial data. No visible pathological changes in 
the internal organs were noted after the autopsy. Thus, 
the use of the feed additive at doses of 2000 mg/kg 
and 5000 mg/kg did not lead to the death of laborato‑
ry animals, which according to GOST 32644—2014 
allowed it to be classified as hazard class 5.

When studying the local irritant effect, planned ma‑
nipulations were carried out with the laboratory ani‑
mals according to the design of the experiment.

After exposure of the feed additive on the skin of 
the rabbits, no signs of inflammation or irritation were 
recorded. The skin remained elastic, mobile, painless 
and the hair began to recover from the second day. 
The animals remained active throughout the observa‑
tion period and retained physiological and nutritional 
reactions typical of healthy individuals.

Minor changes were revealed after the application 
of the tested feed additive to the skin of guinea pigs, 
as the most sensitive objects of laboratory research. 
In one animal, when the additive was applied as part 
of the ointment at a dose of 1.0 g/animal, barely visi‑
ble erythema was noted on the first day, which disap‑
peared within 2 hours, i. e. there was a minimal irritant 
effect that did not affect the firmness and elasticity of 
the skin. Perhaps this reaction is associated with the 
individual sensitivity of a particular individual, since 
no deviations in the physiological state and behavior‑
al reactions were registered.

Based on the results of the first stage of the re‑
search, it was found that after a single cutaneous 4‑hour 
exposure to the feed additive in the ointment, no local 
irritant effect or visible changes were detected in both 
types of animals for 14 days.

When studying the irritant effect of the feed addi‑
tive on the mucous membranes of the eyes of guinea 
pigs and rabbits, no significant negative changes were 
noted. However, after instillation of a 1 % suspension, 
slight lacrimation was recorded in two guinea pigs, dis‑
appearing in 25 minutes. Within 1 hour, mild conjunc‑
tival hyperemia was also observed in these individuals.

Based on the results of the second stage of the re‑
search, which lasted 14 days, it was found that apply‑
ing a suspension of the feed additive Hepatoprotect to 
the conjunctiva did not have an irritating effect.

CONCLUSION
During the research, no clinical signs of intoxica‑

tion were observed in laboratory rats after intragastric 
administration of the feed additive Hepatoprotect at a 
dose of 2000 mg/kg and 5000 mg/kg. No changes in 

appearance, food and behavioral reactions or death of 
animals were noted. At the end of the experimental pe‑
riod, macroscopic pathological changes in internal or‑
gans were not recorded.

The studies of the feed additive Hepatoprotect did 
not reveal any negative effects on the skin of labora‑
tory animals, the mucous membranes of the organs of 
vision and their functional state. It has been found that 
applications of the tested feed additive do not have a 
local irritating effect on the skin of guinea pigs and 
rabbits, and use in the form of a 1 % suspension does 
not cause a negative effect on the mucous membranes 
of the eyes.

Thus, the feed additive Hepatoprotect, according 
to GOST 32644—2014, belongs to hazard class 5 and 
does not have a local irritant effect. In this regard, it 
can be recommended for further clinical trials.
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РЕФЕРЕНСНЫЕ ИНТЕРВАЛЫ БАЗОВЫХ 
ЭХОКАРДИОГРАФИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ 

У ФИЗИОЛОГИЧЕСКИ ЗДОРОВЫХ ДОМАШНИХ КОШЕК
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Аннотация. Методом расчета 95 % доверительного интервала определены референсные значения эхокар‑
диографических показателей у физиологически здоровых домашних кошек. Работу проводили в ветери‑
нарной клинике «Вега» (г. Москва) и на кафедре ветеринарной медицины «РосБиоТех». В исследование 
вошли 189 кошек молодого возраста от 6 месяцев до 2 лет, разных пород и массой тела (2,2—9,6 кг). Для 
практической ветеринарной медицины рекомендованы следующие референсные интервалы по основным 
эхокардиографическим показателям: диаметр аорты — 8,66—9,02 мм; максимальная скорость потока кро‑
ви на аорте — 0,87—0,97 м/с; градиент давление в аорте — 3,03—3,77 мм. рт. ст.; толщина межжелудоч‑
ковой перегородки в диастолу — 4,11—4,30 мм; толщина задней стенки левого желудочка в диастолу — 
4,17—4,35 мм; конечный диастолический размер левого желудочка — 13,98—14,62 мм; конечный систо‑
лический размер левого желудочка — 6,01—6,54 мм; фракция укорочения — 55,29—58,04 %; диаметр 
легочной артерии — 6,23—6,79 мм; максимальная скорость потока на легочной артерии — 0,87—0,98 м/с; 
градиент давления в легочной артерии — 3,01—3,84 мм. рт. ст., диаметр клапана легочной артерии на уров‑
не фиброзного кольца — 7,32—7,90 мм; толщина стенки правого желудочка — 2,24—2,47 мм; полость 
правого желудочка в диастолу — 3,84—4,38 мм; систолическая экскурсия в фиброзного кольца трехствор‑
чатого клапана — 8,50—9,35 мм; диаметр левого предсердия — 11,20—11,63 мм; диаметр правого пред‑
сердия — 8,45—9,18 мм; легочная вена — 2,81—3,00 мм; правая ветвь легочной артерии — 3,22—3,47 мм; 
соотношение левой вены к правой ветви легочной артерии — 0,86—0,89 ед.; соотношение диаметр лево‑
го предсердия к диаметр аорте — 1,27—1,30 ед.
Ключевые слова: кошки, норма, эхокардиография, М-режим, В-режим, импульсная допплерография
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Эхокардиография является важным методом 
диагностики различных заболеваний сердечно-
сосудистой системы у домашних животных [1, 2]. 
Эхокардиографические исследования в последние 
годы вызывают все больший интерес у ветеринар‑
ных специалистов, так как изменения структуры 
и функции сердечно-сосудистой системы происхо‑
дит на ранних стадиях недостаточности миокарда, 
когда еще клинические симптомы не проявляются 
[3, 4]. С помощью эхокардиографии можно с высо‑
кой эффективностью выявлять параметры ремоде‑
лирования миокарда, то есть дилатацию предсер‑
дий, эксцентрическую или концентрической ги‑
пертрофию левого и правого желудочка, оценивать 
размер и состояние магистральных сосудов, выяв‑
лять венозный застой в легочных венах и в каудаль‑
ной полой вене как маркеры декомпенсированной 

левожелудочковой и правожелудочкой сердечной 
недостаточности [5—7].

Особенно ценно использовать эхокардиогра‑
фию при проведении предоперационной скринин‑
говой диагностики животных на предмет наличия 
скрытых кардиальных патологий, которые могут 
значительно повышать риск запланированных опе‑
ративных вмешательств [8—11].

Эхокардиография показана при оценке состоя‑
ния клапанного аппарата сердца, выявлении нали‑
чия недостаточности и стеноза клапанов, сращении 
клапанов и др. [6, 12]. 

С помощью эхокардиографии можно также из‑
учать диастолическую функцию правого и левого 
желудочка по характеристикам трансмитрального 
и транстрикуспидального кровотока или исполь‑
зуя другие параметры и  подходы функциональ‑
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ной диагностики патологий сердечно-сосудистой 
системы [13—15].

С помощью эхокардиографии можно надеж‑
но выявлять снижение контрактильности или си‑
столическую дисфункцию левого или правого же‑
лудочка, что играет важную роль в клинической 
практике для оценки состояния сердечно-сосуди‑
стой системы [16, 17]. С помощью эхокардиогра‑
фии можно оценивать скоростные потоки в выно‑
сящем тракте левого и правого желудочка, то есть 
скорость на аорте или легочной артерии, что так‑
же может играть важное значение при диагности‑
ке заболеваний сердечно-сосудистой системы [18—
20]. Таким образом, изучение структурно-функцио‑
нальных изменений сердечно-сосудистой системы, 
а  также выявление референсных интервалов ос‑
новных эхокардиографических параметров у здо‑
ровых домашних кошек является актуальным для 
практической ветеринарии.

Исходя из вышесказанного, целью данной рабо-
ты является оценка и расчет референсных интер‑
валов основных эхокардиографических показате‑
лей у физиологически здоровых домашних кошек.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Научная работа проводилась в  ветеринарной 
клинике «Вега» (г. Москва) и на кафедре ветеринар‑
ной медицины ФГБОУ ВО «РОСБИОТЕХ», в пе‑
риод с 1 марта по 10 июля 2023 г. Домашние кошки 
поступали в клинику с целью проведения эхокар‑
диографического обследования в рамках проведе‑
ния предоперационного кардиологического скри‑
нинга. В исследование вошли кошки молодого воз‑
раста от 6 месяцев до 2 лет, разных пород и массой 
тела (2,2—9,6 кг).

Эхокардиографическое обследование проводи‑
ли с помощью ветеринарного УЗИ-сканера Mindray 
DC‑60 (Китай) [4]. Оценивали толщину межжелу‑
дочковой перегородки в диастолу (ТМЖПд) и тол‑
щину задней стенки левого желудочка в диастолу 
(ТЗСЛЖд) в М-режиме [7]. Также рассчитывали 
конечный диастолический и  систолический раз‑
мер желудочка (КДР и КСР) в М-режиме [7, 8]. Для 
этого выводили правую парастернальную проек‑
цию по короткой оси левого желудочка. Фракцию 
укорочения (ФК) выражали в  процентах и  рас‑
считывали по формуле (КДР–КСР)×100/КДР [10]. 
Диаметр полости правого желудочка и  толщину 
свободной стенки правого желудочка определяли 
в М-режиме из правой парастернальной проекции 
по длинной оси левого желудочка [11]. Измерение 

диаметра левого предсердия и корня аорты прово‑
дили в B-режиме на уровне основания сердца по 
короткой оси сердца [6].

Измерение максимального размера легоч‑
ной вены (ЛВ) и  правой ветви легочной арте‑
рии (ПВЛА) проводили из правой парастерналь‑
ной проекции по длинной оси левого желудоч‑
ка в М-режиме сканирования [11]. Вместе с этим, 
рассчитывали коэффициенты ЛВ/ПВЛА и ЛП/АО 
[12]. Скорость потока на легочной артерии оцени‑
вали в импульсно-волновом режиме в правой пара‑
стернальной проекции на уровне основания серд‑
ца. При этом контрольный объем располагали по 
центру легочной артерии, стараясь расположить 
ось сканирования максимально параллельно по‑
току крови [10]. 

Оценивали скорость потока крови на аорте из 
верхушечной проекции с левой стороны грудной 
клетки. Контрольный объем располагали по центру 
аорты параллельно потоку крови. Градиент давле‑
ния в аорте и легочной артерии рассчитывали по 
стандартной формуле 4V² [11, 17]. Характеристики 
клапана легочной артерии оценивали в правой па‑
растернальной проекции на уровне аортального 
клапана [8, 19].

Статистическую обработку проводили в про‑
грамме Statistica 7,0 (США) [4, 14], используя та‑
кие биометрические показатели, как М — среднее 
арифметическое значение, CI‑95 % — минималь‑
ный 95 % доверительный интервал, CI + 95 % мак‑
симальный 95 % доверительный интервал, лими‑
ты — Min (минимум) и Max (максимум), Std.Dev. 
(Standard Deviation)  — стандартное отклонение 
и Std.Err. (Standard Error) — стандартная ошибка. 
Референсные интервалы эхокардиографических 
показателей рассчитывали методом определения 
95 % CI (Confidence Interval) [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

Основные эхокардиографические параметры 
у  физиологически здоровых кошек приведены 
в таблице.

Степень нарушений эффективности легочного 
кровотока и насосной функции левых камер серд‑
ца можно оценить по соотношению левого пред‑
сердия к аорте (ЛП/АО). Указанный коэффициент 
может значительно снизить влияние массы тела 
домашних кошек на эхокардиографические пока‑
затели, так как используется относительно фикси‑
рованный диаметр аорты для оценки степени объ‑
емной перегрузки левого предсердия.
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		  Таблица 
Базовые эхокардиографические параметры у физиологически здоровых домашних кошек (n = 189)

Параметр
Биометрические показатели

M CI
–95 %

CI 
+95 % Мin Мах Std. 

Dev.
Std. 
Err.

Аорта, мм 8,84 8,66 9,02 6,10 13,30 1,26 0,09

Скорость потока на аорте, м/с 0,92 0,87 0,97 0,60 1,60 0,24 0,02

Градиент давления на аорте, мм. рт. ст. 3,40 3,03 3,77 1,38 10,43 1,42 0,18

ТМЖПд, мм 4,21 4,11 4,30 2,60 5,90 0,66 0,05

ТЗСЛЖд, мм 4,26 4,17 4,35 2,60 5,90 0,62 0,04

КДР, мм 14,30 13,98 14,62 9,10 19,80 2,23 0,16

КСР, мм 6,27 6,01 6,54 1,20 10,90 1,84 0,13

ФУ, % 56,66 55,29 58,04 30,95 90,30 9,54 0,70

Легочная артерия, мм 6,51 6,23 6,79 3,00 11,30 1,74 0,14

Скорость потока на легочной артерии, м/сек 0,93 0,87 0,98 0,50 1,80 0,23 0,03

Градиент давления на легочной артерии, мм.рт.ст. 3,43 3,01 3,84 1,72 9,12 1,55 0,20

Клапан легочной артерии, мм 7,61 7,32 7,90 4,20 11,90 1,21 0,14

Толщина стенки правого желудочка, мм 2,35 2,24 2,47 1,50 3,30 0,44 0,06

ПЖд, мм 4,11 3,84 4,38 2,20 7,40 1,10 0,14

TAPSE мм 8,93 8,50 9,35 4,50 11,50 1,52 0,21

Диаметр левого предсердия, мм 11,41 11,20 11,63 7,90 17,10 1,52 0,11

Диаметр правого предсердия, мм 8,82 8,45 9,18 6,50 13,30 1,39 0,18

ЛВ, мм 2,90 2,81 3,00 1,90 6,00 0,63 0,05

ПВЛА, мм 3,35 3,22 3,47 2,10 8,00 0,82 0,06

ЛВ/ПВЛА, ед. 0,87 0,86 0,89 0,62 1,09 0,10 0,01

ЛП/АО, ед. 1,29 1,27 1,30 1,02 1,49 0,11 0,01

Примечание: ТМЖПд — толщина межжелудочковой перегородки в диастолу, ТЗСЛЖд — толщина задней 
стенки левого желудка в диастолу, КДР — конечный диастолический размер, КСР — конечный систолический 
размер, ФУ — фракция укорочения, ПЖд — размер полости правого желудочка в конце диастолы, TAPSE — си‑
столическая экскурсия в фиброзного кольца трехстворчатого клапана, ЛВ — легочная вена, ПВЛА — правая ветвь 
легочной артерии.

Существует положительное влияние массы 
тела на размеры АО и ЛП у кошек и отношение 
размера левого предсердия к размеру корня аор‑
ты может быть использовано в качестве показате‑
ля степени выраженности дилатации левого пред‑

сердия. В нашем исследовании среднее значения 
данного показателя составило 1,29 ± 0,01 ед. (95 % 
CI 1,27—1,30).

Таким образом, измерение характеристик аор‑
ты является ключевым моментом для оценки дру‑
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гих показателей эхокардиографического скринин‑
га. В популяции физиологически здоровых кошек 
средний размер аорты составил 8,84 ± 0,09  мм 
(95 % CI 8,66—9,02).

Также стоит отметить, что измерение левого 
предсердие (ЛП) дает возможность оценить нали‑
чие и степень дилатации левого предсердия, что 
может служить признаком застойной сердечной 
недостаточности. В наших исследованиях показа‑
тель ЛП составил в среднем 11,41 ± 0,11 мм (95 % 
CI 11,20—11,63).

Толщина межжелудочковой перегородки в диа‑
столу (ТМЖПд) и толщина задней стенки левого 
желудка в  диастолу (ТЗСЛЖд) представляет со‑
бой важнейшие показатели для диагностики гипер‑
трофической кардиомиопатии у домашних кошек 
[5]. Исходя из данных, представленных в таблице, 
ТМЖПд у физиологически здоровых кошек соста‑
вила в среднем 4,21 ± 0,05 мм (95 % CI 4,11—4,30), 
а ТЗСЛЖд — 4,26 ± 0,04 мм (95 % CI 4,17—4,35).

Диастолический размер левого желудочка ис‑
пользуется для определения наличия или отсут‑
ствия перегрузки объемом левого желудочка. Это 
измерение отражает максимальное наполнение же‑
лудочков в фазу диастолы. Систолические разме‑
ры являются отражением сократительной функции 
сердца и не должны использоваться для оценки на‑
личия или отсутствия дилатации. Тот же принцип 
применим к измерениям толщины стенок и перего‑
родок. Наличие или отсутствие гипертрофии следу‑
ет определять по диастолическим измерениям тол‑
щины миокарда левого желудочка. В нашем иссле‑
довании — конечный диастолический размер (КДР) 
и конечный систолический размер (КСР) левого же‑
лудочка составили в среднем 14,30 ± 0,16 мм (95 % 
CI 13,98—14,62) и 6,27 ± 0,13 мм (95 % CI 6,01—
6,54), соответственно.

Фракция укорочения (ФУ) левого желудоч‑
ка (в  англоязычной литературе — FS, Fractional 
Shortening) — степень укорочения волокон миокар‑
да во время систолы представляет собой изменение 
размера камеры левого желудочка в течение пол‑
ного сердечного цикла, выраженное в процентах. 
Показатель ФУ, вероятно, является наиболее рас‑
пространенным и важным эхокардиографическим 
параметром. Он показывает степень сокращения 
и укорочения волокон миокарда, то есть контрак‑
тильность или сократимость миокарда. В нашем 
наблюдении среднее значение ФУ составило  — 
56 ± 0,70 % (95 % CI 55,29—58,04). Увеличение 
выше референсных значений показателей КСР, КДР 
при одновременном снижении ФУ могут служить 

достоверными маркерами при верификации дила‑
тационной кардиомиопатии, которая нередко реги‑
стрируется у домашних кошек [18].

Скорость кровотока зависит от частоты сер‑
дечных сокращений, контрактильности миокар‑
да, преднагрузки, состояния магистральных сосу‑
дов и их клапанного аппарата. Увеличение часто‑
ты сердечных сокращений у животных увеличивает 
как пиковую, так и среднюю скорость легочного 
и аортального кровотока. Легочный поток имеет 
несколько большее время выброса по сравнению 
с  аортальным потоком из-за сниженной постна‑
грузки в  малом круге кровообращения. Наряду 
с этим, фазы дыхания оказывают выраженное влия‑
ние на кровообращения в правых камерах сердца. 
Увеличенный венозный отток при вдохе увеличи‑
вает инспираторную скорость легочного кровото‑
ка. Величина максимальной скорости кровотока 
в аорте в среднем составила 0,92 ± 0,02 м/с (95 % 
CI 0,87—0,97), а в легочной артерии — 0,93 ± 0,03 
м/с (95 % CI 0,87—0,98).

Систолическая экскурсия фиброзного кольца 
трехстворчатого клапана (TAPSE) представляет со‑
бой систему оценки функционального состояния 
правого желудочка (ПЖ). TAPSE является широ‑
ко признанным, клинически полезным и выполни‑
мым маркером дисфункции ПЖ, и было доказано, 
что он является ценным прогностическим марке‑
ром при различных заболеваниях сердца у живот‑
ных, включая сердечную недостаточность.

Показатель TAPSE является важным параме‑
тром, определяющим сердечный индекс и контрак‑
тильность миокарда правого желудочка. Его следу‑
ет использовать для прогнозирования смертности 
и заболеваемости в совокупности с другими эхо‑
кардиографическими параметрами. В нашей работе 
установлено, что показатель TAPSE у здоровых до‑
машних кошек в среднем составляет 8,93 ± 0,21 мм 
(95 % CI 8,50—9,35), а диастолический размер по‑
лости ПЖ в среднем составил 4,11 ± 0,14 мм (95 % 
CI 3,84—4,38).

Систолическое давление внутри левого желу‑
дочка примерно равно периферическому систо‑
лическому артериальному давлению при отсут‑
ствии обструкции оттока крови из левого желу‑
дочка. Таким образом, приводное давление струи 
митральной регургитации будет равно как систо‑
лическому давлению желудочков, так и систоличе‑
скому артериальному давлению. По мере увеличе‑
ния системного давления приводное давление от 
левого желудочка к предсердию также будет увели‑
чиваться, и пиковая скорость соответственно уве‑
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личится. Те же принципы применимы и к правой 
стороне сердца. Следовательно, приводящее давле‑
ние трикуспидальной регургитирующей струи бу‑
дет равно как систолическому давлению в правом 
желудочке, так и в легочной артерии при условии 
отсутствия ее стеноза.

Градиент давление в  аорте и  легочной арте‑
рии в  наших исследованиях составили в  сред‑
нем 3,40 ± 0,18  мм. рт. ст. (95 % CI 3,03—3,77) 
и 3,43 ± 0,20 мм. рт. ст. (95 % CI 3,01—3,84), со‑
ответственно.

При ухудшении насосной функции левых ка‑
мер сердца возникает венозный застой в легких, 
что приводит к  увеличению диаметра легочной 
вены (ЛВ), при относительно стабильных разме‑
рах правой ветви легочной артерии. Исходя из вы‑
шесказанного, соотношение ПВ/ПВЛА представ‑
ляет собой простой и воспроизводимый эхокардио‑
графический показатель, который увеличивается 
с прогрессированием стадий сердечной недоста‑
точности и может помочь отличить животных с кар‑
диальной дисфункцией от бессимптомных паци‑
ентов с  дегенеративным заболеванием митраль‑
ного клапана.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, метод эхокардиографии явля‑

ется важнейшим и информативным методом диа‑
гностики и должен широко использоваться в вете‑
ринарной медицине для оценки функционального 
состояния сердечно-сосудистой системы у домаш‑
них кошек. Рекомендуем использовать следующие 
референсные интервалы по основным показате‑
лям эхокардиографии: диаметр аорты  — 8,66—
9,02 мм; максимальная скорость потока крови на 
аорте– 0,87—0,97 м/с; градиент давление в аорте — 
3,03—3,77 мм. рт. ст.; толщина межжелудочковой 
перегородки в диастолу — 4,11—4,30 мм; толщи‑
на задней стенки левого желудочка в диастолу — 
4,17—4,35 мм; конечный диастолический размер 
левого желудочка — 13,98—14,62 мм; конечный 
систолический размер левого желудочка — 6,01—
6,54 мм; фракция укорочения — 55,29—58,04 %; 
диаметр легочной артерии — 6,23—6,79 мм; мак‑
симальная скорость потока на легочной артерии — 
0,87—0,98 м/с; градиент давления в легочной ар‑
терии — 3,01—3,84 мм. рт. ст., диаметр клапана 
легочной артерии на уровне фиброзного кольца — 
7,32—7,90 мм; толщина стенки правого желудоч‑
ка — 2,24—2,47 мм; полость правого желудочка 
в диастолу — 3,84—4,38 мм; систолическая экс‑
курсия в фиброзного кольца трехстворчатого клапа‑

на — 8,50—9,35 мм; диаметр левого предсердия — 
11,20—11,63 мм; диаметр правого предсердия — 
8,45—9,18  мм; легочная вена  — 2,81—3,00  мм; 
правая ветвь легочной артерии — 3,22—3,47 мм; 
соотношение левой вены к правой ветви легочной 
артерии — 0,86—0,89 ед.; соотношение диаметр ле‑
вого предсердия к диаметр аорте — 1,27—1,30 ед.
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Abstract. The reference values of echocardiographic indicators in physiologically healthy domestic cats were de‑
termined using the method of calculating the 95 % confidence interval. The work was carried out at the veteri‑
nary clinic “Vega” (Moscow) and at the Department of Veterinary Medicine of “ROSBIOTECH”. The study in‑
cluded 189 young cats from 6 months to 2 years of age, of different breeds and body weight (2.2—9.6 kg). For 
practical veterinary medicine, the following reference intervals are recommended for the main echocardiograph‑
ic indicators: aortic diameter — 8.66—9.02 mm; maximum blood flow velocity in the aorta — 0.87—0.97 m/s; 
pressure gradient in the aorta — 3.03—3.77 mm of mercury; thickness of the interventricular septum in diasto‑
le — 4.11—4.30 mm; thickness of the posterior wall of the left ventricle in diastole — 4.17—4.35 mm; end dia‑
stolic dimension of the left ventricle — 13.98—14.62 mm; end systolic dimension of the left ventricle — 6.01—
6.54 mm; fractional shortening — 55.29—58.04 %; pulmonary artery diameter — 6.23—6.79 mm; maximum 
flow velocity on the pulmonary artery — 0.87—0.98 m/s; pressure gradient in the pulmonary artery — 3.01—
3.84 mm of mercury; the diameter of the pulmonary valve at the level of the fibrous ring — 7.32—7.90 mm; right 
ventricular wall thickness — 2.24—2.47 mm; cavity of the right ventricle in diastole — 3.84—4.38 mm; tricus‑
pid annular plane systolic excursion — 8.50—9.35 mm; left atrium diameter — 11.20—11.63 mm; right atrium 
diameter — 8.45—9.18 mm; pulmonary vein — 2.81—3.00 mm; right branch of the pulmonary artery — 3.22—
3.47 mm; ratio of the left vein to the right branch of the pulmonary artery — 0.86—0.89 units; the ratio of the di‑
ameter of the left atrium to the diameter of the aorta — 1.27—1.30 units.
Keywords: cats, norm, echocardiography, M-mode, B-mode, pulsed Doppler echocardiography
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Echocardiography is an important method for di‑
agnosing various diseases of the cardiovascular sys‑
tem in domestic animals [1, 2]. In recent years, echo‑
cardiographic studies have attracted increasing inter‑
est among veterinary specialists, since changes in the 
structure and function of the cardiovascular system oc‑
cur at the early stages of myocardial failure, when clin‑
ical symptoms do not yet appear [3, 4]. Using echo‑
cardiography, it is possible to highly effectively identi‑
fy parameters of myocardial remodeling, that is, atrial 
dilatation, eccentric or concentric hypertrophy of the 
left and right ventricles, assess the size and condition 
of the great vessels, identify venous congestion in the 
pulmonary veins and in the caudal vena cava as mark‑
ers of decompensated left and right ventricles heart 
failure [5—7].

It is especially valuable to use echocardiography 
when conducting preoperative screening diagnos‑
tics of animals for the presence of hidden cardiac pa‑

thologies, which can significantly increase the risk of 
planned surgical interventions [8—11].

Echocardiography is indicated for assessing the 
condition of the valvular apparatus of the heart, iden‑
tifying the presence of valve insufficiency and steno‑
sis, valve fusion, etc. [6, 12]. Using echocardiogra‑
phy, one can also study the diastolic function of the 
right and left ventricle based on the characteristics of 
transmitral and transtricuspid blood flow or using oth‑
er parameters and approaches to the functional diagno‑
sis of the cardiovascular system pathologies [13—15].

Echocardiography can reliably detect decreased 
contractility or systolic dysfunction of the left or right 
ventricle, which plays an important role in clinical 
practice for assessing the state of the cardiovascular 
system [16, 17]. Using echocardiography, it is possi‑
ble to evaluate the velocity flows in the outflow tract 
of the left and right ventricles, that is, the velocity in 
the aorta or pulmonary artery, which can also be im‑
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portant in the diagnosis of diseases of the cardiovascu‑
lar system [18—20]. Thus, the study of structural and 
functional changes in the cardiovascular system, as 
well as the identification of reference intervals for the 
main echocardiographic parameters in healthy domes‑
tic cats is relevant for practical veterinary medicine.

Based on the above, the objective of this work is 
to evaluate and calculate reference intervals for the 
main echocardiographic indicators in physiologically 
healthy domestic cats.

MATERIAL AND METHODS
Scientific work was carried out at the veterinary 

clinic “Vega” (Moscow) and at the Department of 
Veterinary Medicine of FSBEI HE “ROSBIOTECH”, 
from March 1 to July 10, 2023. Domestic cats were 
admitted to the clinic for the purpose of conducting an 
echocardiographic examination as part of the preoper‑
ative cardiac screening. The study included young cats 
from 6 months to 2 years of age, of different breeds 
and body weight (2.2—9.6 kg).

Echocardiographic examination was performed us‑
ing the veterinary ultrasound scanner Mindray DC‑60 
(China) [4]. The thickness of the interventricular sep‑
tum in diastole (TIVSd) and the thickness of the posteri‑
or wall of the left ventricle in diastole (TPWLVd) were 
assessed in M-mode [7]. The end diastolic and systolic 
dimensions of the ventricle (EDD and ESD) were also 
calculated in M-mode [7, 8]. To do this, a right paraster‑
nal projection was taken along the short axis of the left 
ventricle. The fractional shortening (FS) was expressed 
as a percentage and calculated using the formula (EDD–
ESD)×100/EDD [10]. The diameter of the right ven‑
tricular cavity and the thickness of the free wall of the 
right ventricle were determined in M-mode from the 
right parasternal projection along the long axis of the 
left ventricle [11]. The diameter of the left atrium and 
aortic root was measured in B-mode at the level of the 
base of the heart along the short axis of the heart [6].

The measurement of the maximum size of the 
pulmonary vein (PV) and the right branch of the pul‑
monary artery (RBPA) was carried out from the right 
parasternal projection along the long axis of the left 
ventricle in M-mode scanning [11]. At the same time, 
the coefficients PV/RBPA and LA/Ao were calculated 
[12]. Pulmonary artery flow velocity was assessed in 
pulse-wave mode in the right parasternal view at the 
level of the base of the heart. In this case, the control 
volume was placed in the center of the pulmonary ar‑
tery, trying to position the scanning axis as parallel to 
the blood flow as possible [10]. The blood flow veloc‑
ity in the aorta was assessed from the apical projection 

on the left side of the chest. The control volume was 
placed in the center of the aorta parallel to the blood 
flow. The pressure gradient in the aorta and pulmo‑
nary artery was calculated using the standard formu‑
la 4V² [11, 17]. Pulmonary valve characteristics were 
assessed in the right parasternal view at the level of 
the aortic valve [8, 19].

Statistical processing was carried out in the 
Statistica 7.0 program (USA) [4, 14], using such bio‑
metric indicators as M — arithmetic mean, CI –95 % — 
minimum 95 % confidence interval, C +95 % — max‑
imum 95 % confidence interval, limits — Min (min‑
imum) and Max (maximum), Std.Dev. — standard 
deviation and Std.Err. — standard error. Reference in‑
tervals for echocardiographic indicators were calculated 
using the 95 % CI (Confidence Interval) method [21].

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
The main echocardiographic parameters in physi‑

ologically healthy cats are shown in the Table.
The degree of impairment of the efficacy of pul‑

monary blood flow and pumping function of the left 
heart chambers can be assessed by the ratio of the left 
atrium to the aorta (LA/Ao). This coefficient can sig‑
nificantly reduce the effect of body weight of domes‑
tic cats on echocardiographic indicators, since a rel‑
atively fixed aortic diameter is used to assess the de‑
gree of volume overload of the left atrium.

There is a positive effect of body weight on Ao and 
LA sizes in cats, and the ratio of left atrium size to aor‑
tic root size can be used as an indicator of the sever‑
ity of left atrium dilatation. In our study, the average 
value of this indicator was 1.29 ± 0.01 units (95 % CI 
1.27—1.30).

Therefore, measurement of aortic characteristics 
is key to assessing other echocardiographic screening 
indicators. In a population of physiologically healthy 
cats, the mean aortic size was 8.84 ± 0.09 mm (95 % 
CI 8.66—9.02).

It is also worth noting that measuring the left atri‑
um (LA) makes it possible to assess the presence and 
degree of left atrium dilatation, which can be a sign of 
congestive heart failure. In our studies, the LA value 
averaged 11.41 ± 0.11 mm (95 % CI 11.20—11.63).

The thickness of the interventricular septum in di‑
astole (TIVSd) and the thickness of the posterior wall 
of the left ventricle in diastole (TPWLVd) are the most 
important indicators for the diagnosis of hypertrophic 
cardiomyopathy in domestic cats [5]. Based on the data 
presented in the table, TIVSd in physiologically healthy 
cats averaged 4.21 ± 0.05 mm (95 % CI 4.11—4.30), 
and TPWLVd — 4.26 ± 0.04 mm (95 % CI 4.17—4.35).
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		  Table 
Baseline echocardiographic parameters in physiologically healthy domestic cats (n = 189)

Parameter
Biometrics

M CI 
–95 %

CI 
+95 % Мin Мах Std. 

Dev.
Std. 
Err.

Aorta, mm 8.84 8.66 9.02 6.10 13.30 1.26 0.09

Aortic flow velocity, m/s 0.92 0.87 0.97 0.60 1.60 0.24 0.02

Pressure gradient across the aorta, mm of mercury 3.40 3.03 3.77 1.38 10.43 1.42 0.18

TIVSd, mm 4.21 4.11 4.30 2.60 5.90 0.66 0.05

TPWLVd, mm 4.26 4.17 4.35 2.60 5.90 0.62 0.04

EDD, mm 14.30 13.98 14.62 9.10 19.80 2.23 0.16

ESD, mm 6.27 6.01 6.54 1.20 10.90 1.84 0.13

FS, % 56.66 55.29 58.04 30.95 90.30 9.54 0.70

Pulmonary artery, mm 6.51 6.23 6.79 3.00 11.30 1.74 0.14

Flow velocity at the pulmonary artery, m/sec 0.93 0.87 0.98 0.50 1.80 0.23 0.03

Pressure gradient on the pulmonary artery, mm of 
mercury 3.43 3.01 3.84 1.72 9.12 1.55 0.20

Pulmonary valve, mm 7.61 7.32 7.90 4.20 11.90 1.21 0.14

Right ventricular wall thickness, mm 2.35 2.24 2.47 1.50 3.30 0.44 0.06

RVd, mm 4.11 3.84 4.38 2.20 7.40 1.10 0.14

TAPSE, mm 8.93 8.50 9.35 4.50 11.50 1.52 0.21

Left atrium diameter, mm 11.41 11.20 11.63 7.90 17.10 1.52 0.11

Right atrium diameter, mm 8.82 8.45 9.18 6.50 13.30 1.39 0.18

PV, mm 2.90 2.81 3.00 1.90 6.00 0.63 0.05

RBPA, mm 3.35 3.22 3.47 2.10 8.00 0.82 0.06

PV/RBPA, U 0.87 0.86 0.89 0.62 1.09 0.10 0.01

LA/Аo, U 1.29 1.27 1.30 1.02 1.49 0.11 0.01

Note. TIVSd — thickness of the interventricular septum in diastole, TPWLVd — thickness of the posterior wall of 
the left ventricle in diastole, EDD — end diastolic dimension, ESD — end systolic dimension, FS — fractional shorten‑
ing, RVd — size of the cavity of the right ventricle at the end of diastole, TAPSE — tricuspid annular plane systolic ex‑
cursion, PV — pulmonary vein, RBPA — right branch of the pulmonary artery.

Left ventricular diastolic dimension is used to 
determine the presence or absence of left ventricu‑
lar volume overload. This measurement reflects the 
maximum filling of the ventricles during the diastole 
phase. Systolic measurements are a reflection of car‑

diac contractile function and should not be used to as‑
sess the presence or absence of dilatation. The same 
principle applies to wall and septa thickness measure‑
ments. The presence or absence of hypertrophy should 
be determined by diastolic measurements of left ven‑
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tricular myocardial thickness. In our study, the end di‑
astolic dimension (EDD) and end systolic dimension 
(ESD) of the left ventricle averaged 14.30 ± 0.16 mm 
(95 % CI 13.98—14.62) and 6.27 ± 0.13 mm (95 % 
CI 6.01—6.54), respectively.

Fractional shortening (FS) of the left ventricle — 
the degree of shortening of myocardial fibers during 
systole is a change in the size of the left ventricular 
chamber during the full cardiac cycle, expressed as a 
percentage. FS is probably the most common and im‑
portant echocardiographic parameter. It shows the de‑
gree of contraction and shortening of myocardial fi‑
bers, that is, contractility or contractility of the myo‑
cardium. In our observation, the average FS value was 
56 ± 0.70 % (95 % CI 55.29—58.04). An increase 
above the reference values of the ESD and EDD indi‑
cators with a simultaneous decrease in FS can serve 
as reliable markers for verifying dilated cardiomyop‑
athy, which is often recorded in domestic cats [18].

The speed of blood flow depends on the heart rate, 
myocardial contractility, preload, the condition of the 
great vessels and their valve apparatus. The increase 
in heart rate in animals increases both peak and mean 
pulmonary and aortic blood flow velocities. Pulmonary 
flow has a slightly longer ejection time, compared to 
aortic flow, due to reduced afterload in the pulmonary 
circulation. Along with this, the phases of breathing 
have a pronounced effect on blood circulation in the 
right chambers of the heart. Increased venous out‑
flow during inspiration increases the inspiratory ve‑
locity of pulmonary blood flow. The maximum blood 
flow velocity in the aorta averaged 0.92 ± 0.02 m/s 
(95 % CI 0.87—0.97), and in the pulmonary artery — 
0.93 ± 0.03 m/s (95 % CI 0.87—0.98).

Tricuspid annular plane systolic excursion 
(TAPSE) is a system for assessing the functional sta‑
tus of the right ventricle (RV). TAPSE is a widely ac‑
cepted, clinically useful and feasible marker of RV dys‑
function and has been shown to be a valuable prog‑
nostic marker in case of various cardiac diseases in 
animals, including heart failure.

The TAPSE indicator is an important parameter 
that determines the cardiac index and contractility of 
the right ventricular myocardium. It should be used to 
predict mortality and morbidity in conjunction with 
other echocardiographic parameters. Our work found 
that the TAPSE indicator in healthy domestic cats av‑
eraged 8.93 ± 0.21 mm (95 % CI 8.50—9.35), and the 
diastolic dimension of the pancreatic cavity averaged 
4.11 ± 0. 14 mm (95 % CI 3.84—4.38).

Systolic pressure inside the left ventricle is approx‑
imately equal to peripheral systolic blood pressure in 

the absence of obstruction of blood outflow from the 
left ventricle. Thus, the drive pressure of the mitral 
regurgitation jet will be equal to both the ventricular 
systolic pressure and the systolic arterial pressure. As 
systemic pressure increases, the drive pressure from 
the left ventricle to the atrium will also increase and 
the peak velocity will correspondingly increase. The 
same principles apply to the right side of the heart. 
Consequently, the adducting pressure of the tricuspid 
regurgitation jet will be equal to both the systolic pres‑
sure in the right ventricle and in the pulmonary artery, 
provided there is no stenosis.

The pressure gradient in the aorta and pulmonary 
artery in our studies averaged 3.40 ± 0.18 mm of mer‑
cury (95 % CI 3.03—3.77) and 3.43 ± 0.20 mm of mer‑
cury (95 % CI 3.01—3.84), respectively.

When the pumping function of the left chambers 
of the heart deteriorates, venous congestion occurs in 
the lungs, which leads to an increase in the diameter of 
the pulmonary vein (PV), with a relatively stable size 
of the right branch of the pulmonary artery. Based on 
the above, the PV/RBPA ratio is a simple and repro‑
ducible echocardiographic measure that increases with 
advancing stages of heart failure and may help distin‑
guish animals with cardiac dysfunction from asymp‑
tomatic patients with degenerative mitral valve disease.

CONCLUSION
Thus, the echocardiography method is the most 

important and informative diagnostic method and 
should be widely used in veterinary medicine to as‑
sess the functional state of the cardiovascular system 
in domestic cats. We recommend using the following 
reference intervals for the main indicators of echocar‑
diography: aortic diameter — 8.66—9.02 mm; max‑
imum blood flow velocity in the aorta — 0.87—0.97 
m/s; pressure gradient in the aorta — 3.03—3.77 mm 
of mercury; thickness of the interventricular septum 
in diastole — 4.11—4.30 mm; thickness of the pos‑
terior wall of the left ventricle in diastole — 4.17—
4.35 mm; end diastolic dimension of the left ventri‑
cle — 13.98—14.62 mm; end systolic dimension of 
the left ventricle — 6.01—6.54 mm; fractional short‑
ening — 55.29—58.04 %; pulmonary artery diame‑
ter — 6.23—6.79 mm; maximum flow velocity on the 
pulmonary artery — 0.87—0.98 m/s; pressure gradi‑
ent in the pulmonary artery — 3.01—3.84 mm of mer‑
cury; the diameter of the pulmonary valve at the level 
of the fibrous ring — 7.32—7.90 mm; right ventric‑
ular wall thickness — 2.24—2.47 mm; cavity of the 
right ventricle in diastole — 3.84—4.38 mm; tricuspid 
annular plane systolic excursion — 8.50—9.35 mm; 
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left atrium diameter — 11.20—11.63 mm; right atri‑
um diameter — 8.45—9.18 mm; pulmonary vein — 
2.81—3.00  mm; right branch of the pulmonary ar‑
tery — 3.22—3.47 mm; ratio of the left vein to the 
right branch of the pulmonary artery — 0.86—0.89 
units; the ratio of the diameter of the left atrium to the 
diameter of the aorta — 1.27—1.30 units.
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Аннотация. С помощью ROC-анализа у 56 новорожденных телят симментальской породы оценивали ин‑
формативность гематологических показателей для выявления внутриутробной задержки развития. По‑
следнюю диагностировали по результатам ультразвукового исследования (сканер «Easi-Scan‑3», BCF Tech‑
nology Ltd., Великобритания) животных на разных сроках гестации. В 1‑суточном возрасте у телят полу‑
чали образцы венозной крови для исследований на гематологическом анализаторе «Mindray BC‑2800 Vet» 
(Mindray, Китай), дифференциального подсчета лейкоцитов в мазках крови, определения лейкоцитарной 
формулы крови и интегральных лейкоцитарных индексов. Установлено, что скрининг гематологических 
показателей у 1‑суточных телят с высокой чувствительностью (50,0—100,0 %) и специфичностью (69,2—
92,3 %) позволяет диагностировать у них внутриутробную задержку развития. Из 28 изученных маркеров 
3 (содержание гемоглобина, эритроцитов и гематокрит) обладали отличной, 10 (среднее содержание ге‑
моглобина в эритроците, абсолютное и относительное содержание лимфоцитов, относительное содержа‑
ние сегментоядерных нейтрофилов, лимфоцитарно-гранулоцитарный индекс, индекс соотношения лим‑
фоцитов и моноцитов, лимфоцитарно-нейтрофильное соотношение, индекс Кребса, индекс сдвига лейко‑
цитов крови и лейкоцитарный индекс интоксикации Рейса) — очень хорошей и 4 (содержание лейкоцитов, 
средний объем эритроцита, ядерный индекс сдвига и лейкоцитарный индекс интоксикации Кальф-Кали‑
фа) — хорошей диагностической ценностью. Для каждого маркера рассчитано критическое значение.
Ключевые слова: телята, внутриутробная задержка развития, диагностика, показатели крови, интеграль‑
ные лейкоцитарные индексы, ROC-анализ.
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Внутриутробная задержка развития эмбриона 
и плода (ВЗРП) регистрируется у 25,0—53,8 % бе‑
ременных коров [1, 2] и представляет серьезную 
проблему для молочного животноводства [1, 3]. 
Рост лактационной нагрузки, сопряженный с на‑
рушениями иммунного и метаболического стату‑
са животных, приводит к  ухудшению их репро‑
дуктивного здоровья [2, 4]. При повышении мо‑
лочной продуктивности коров с 4000—5000 кг до 
6000—9000 кг в год частота распространения ВЗРП 
в стадах возрастает в 1,23—1,45 раза [2]. Развитие 
ВЗРП могут провоцировать генетические и эндо‑
кринные нарушения, инфекции, стрессы, связан‑
ные с неправильной эксплуатацией и кормлением 
животных [1, 3—6]. Большинство авторов счита‑

ют ВЗРП сложным, полиэтиологичным синдро‑
мом, причины и механизмы которого до конца не 
раскрыты [1, 4]. ВЗРП негативно сказывается не 
только на внутриутробной выживаемости плода, 
но и на морфофункциональной зрелости и адап‑
тивном потенциале новорожденного [3, 7]. Такие 
телята, как правило, демонстрируют нарушения 
обмена веществ, низкую скорость роста и жизне‑
способность [3, 8—10]. Широкое внедрение порта‑
тивных УЗИ-сканеров в практику животноводства 
и разработка критериев для диагностики ВЗРП [4, 
11, 12] позволили подробно изучать механизмы раз‑
вития, формы проявления ВЗРП у крупного рога‑
того скота и ее последствия для здоровья новоро‑
жденных [1, 2, 4, 7, 9, 13, 14].
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Показано, что внутриутробная задержка разви‑
тия у новорожденных телят не всегда сопровожда‑
ется дефицитом массы тела и клиническими прояв‑
лениями морфофункциональных нарушений [15], 
что требует совершенствования системы их лабо‑
раторного скрининга для последующей коррек‑
ции технологии выращивания животных, лечеб‑
ных и профилактических мероприятий. 

В  настоящее время описаны биохимические 
[7—9] и генетические маркеры ВЗРП у телят [3, 
5], однако, практически нет данных об особенно‑
стях морфологического состава их перифериче‑
ской крови.

Цель исследования — оценить информатив‑
ность морфологических показателей крови и инте‑
гральных лейкоцитарных индексов у новорожден‑
ных телят для выявления внутриутробной задерж‑
ки развития.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования выполнены в  условиях КФХ 
Барбашов и  ИП Рогачева (Икрянинский район, 
Астраханская область, Россия) в  2022—2023  го‑
дах при поддержке гранта РНФ 23—26—00136. 
Обследовано 56 новорожденных телят симмен‑
тальской породы, полученных от коров 3—5 лак‑
тации: 28 — с ВЗРП (группа I) и 28 — физиологи‑
ческим течением беременности (группа II). Оценку 
развития эмбриона/плода у коров проводили по ре‑
зультатам ультразвукового скрининга с помощью 
сканера «Easi-Scan‑3» с линейным датчиком 4,5—
8,5 МГц (BCF Technology Ltd., Великобритания) на 
38—45‑й, 60—65‑й и 110—115‑й дни после осеме‑
нения и зачатия, согласно критериям, описанным 
ранее [4, 7, 9, 12].

Образцы крови для исследований получали из 
яремной вены животных через 24 часа после ро‑
ждения, перед утренним кормлением, с помощью 
вакуумных систем с гепарином лития. На ветери‑
нарном гематологическом анализаторе «Mindray 
BC‑2800 Vet» (Mindray, Китай) исследовали содер‑
жание в  крови гемоглобина (HGB), эритроцитов 
(RBC), лейкоцитов (WBC), лимфоцитов (LYM), гра‑
нулоцитов (GRA), тромбоцитов (PLT), тромбокрит 
(PCT), гематокрит (HCT), средний объем эритроци‑
та (MCV), среднее содержание гемоглобина в эри‑
троците (MCH), показатель распределения эритро‑
цитов по объему (RDW). Мазки крови окрашивали 
по Романовскому-Гимзе, дифференциальный под‑
счет лейкоцитов в мазках выполняли на микроско‑
пе «Olympus BX43» (Olympus, Япония), по резуль‑

татам определяли лейкоцитарную формулу крови, 
рассчитывали интегральные лейкоцитарные индек‑
сы — индекс Кребса (ИК), лейкоцитарный индекс 
интоксикации Я. Я. Кальф-Калифа (ЛИИ), реак‑
тивный ответ нейтрофилов Т. Ш. Хабирова (РОН), 
лейкоцитарный индекс интоксикации Б. А. Рейса 
(ЛИИр), ядерный индекс сдвига (ЯИС), индекс 
сдвига лейкоцитов крови (ИСЛК), индекс соотно‑
шения лимфоцитов и моноцитов (ИСЛМ), лимфо‑
цитарно-гранулоцитарный индекс (ИЛГ), индекс 
соотношения нейтрофилов и моноцитов (ИСНМ), 
лимфоцитарно-нейтрофильное соотношение 
(ЛНС), индекс соотношения лимфоцитов и эози‑
нофилов (ИСЛЭ) [16, 17].

Статистическую обработку эксперименталь‑
ных данных выполняли в программах «IBM SPSS 
Statistics 20.0» (IBM Corp., США) и «Statistica 8.0» 
(Stat Soft Inc., США). Результаты выражали как 
среднее значение (M) ± стандартное отклонение 
(SD) и медиана (Me). Достоверность различий ме‑
жду медианами выборок определяли, используя 
U-критерий Манна  — Уитни. Взаимосвязи ме‑
жду параметрами оценивали с помощью критерия 
Спирмана, информативность маркеров для диагно‑
стики ВЗРП у новорожденных — по результатам 
анализа ROC-кривой [18, 19], оценивая площадь 
под ROC-кривой (AUC), показатели чувствитель‑
ности (Se), специфичности (Sp) и критическое зна‑
чение маркера. Нулевую гипотезу для всех мето‑
дов статистической обработки отвергали при 5 % 
уровне значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

У новорожденных с  ВЗРП обнаружено по‑
ниженное содержание в  крови гемоглобина 
(на  29,0 %, P < 0,001), эритроцитов (на  24,6 %, 
P < 0,001), гематокритной величины (на  29,0 %, 
P < 0,001), среднего содержания гемоглобина 
в  эритроците (на  5,4 %, P < 0,05) и  повышенное 
содержание лейкоцитов (на 27,0 %, P < 0,05), со‑
ответственно, по сравнению с группой II (табл. 1).

В лейкоцитарной формуле крови у  таких те‑
лят выше, чем у потомства коров с физиологиче‑
ским течением беременности, была доля лимфо‑
цитов LYM% (64,3 ± 9,54 % против 52,0 ± 9,55 %, 
P < 0,01) и  ниже сегментоядерных нейтрофи‑
лов СЯН% (23,8 ± 7,10 % против 36,4 ± 9,53 %, 
P < 0,01); относительное содержание палочкоядер‑
ных нейтрофилов, эозинофилов, базофилов и мо‑
ноцитов достоверно не различалось между вы‑
борками.
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		  Таблица 1 
Гематологические показатели 1‑суточных телят симментальской породы с внутриутробной 

задержкой развития (группа I) и физиологическим течением гестации (группа II)

Показатель Группа I (n = 28)
M ± SD; Me

Группа II (n = 28)
M ± SD; Me

HGB, г/л 76,3 ± 7,14; 76,0c 110,2 ± 12,3; 107,0

HCT, % 21,2 ± 2,36; 21,1c 30,3 ± 3,60; 29,7

RBC, 1012/л 5,34 ± 0,28; 5,39c 7,34 ± 0,78; 7,15

MCV, фл 39,8 ± 1,18; 39,0 41,2 ± 1,42; 41,0

MCH, пг 14,3 ± 0,65; 14,1a 15,0 ± 0,58; 14,9

RDW, % 14,3 ± 1,86; 14,1 15,3 ± 1,14; 15,4

WBC, 109/л 11,7 ± 1,97; 11,8a 9,63 ± 2,61; 9,25

LYM, 109/л 7,58 ± 2,03; 7,39b 4,90 ± 1,25; 4,47

GRA, 109/л 4,11 ± 1,08; 4,23 5,89 ± 2,40; 6,00

PLT, 109/л 763,0 ± 221,6; 822,0 689,4 ± 194,7; 647,5

PCT, % 0,91 ± 0,37; 0,93 0,82 ± 0,32; 0,75

Различия между группами статистически достоверны:
	 a	P < 0,05
	 b	P < 0,01
	 c	P < 0,001

Изменения в  лейкоцитарной формуле крови 
новорожденных закономерно отразились на зна‑
чениях определяемых лейкоцитарных индексов. 
Так, у  телят с  ВЗРП были достоверно ниже ИК 
(на  39,8 %, P < 0,01), ЛИИ (на  55,4 %, P < 0,01), 

ЛИИр (на  38,9 %, P < 0,05), ИСЛК (на  39,8 %, 
P < 0,01) и выше — ИСЛМ (на 42,3 %, P < 0,01), 
ИЛГ (на  68,4 %, P < 0,01) и ЛНС (на  70,3 %, 
P < 0,01), соответственно, по сравнению с особя‑
ми группы II (табл. 2).

		  Таблица 2 
Гематологические показатели 1‑суточных телят симментальской породы с внутриутробной 

задержкой развития (группа I) и физиологическим течением гестации (группа II)

Показатель Группа I (n = 28)
M ± SD; Me

Группа II (n = 28)
M ± SD; Me

1 2 3

ИК 0,59 ± 0,26; 0,53b 0,98 ± 0,40; 0,87

ЛИИ 0,87 ± 0,24; 0,81b 1,95 ± 1,60; 1,43

РОН 4,94 ± 3,37; 4,53 6,90 ± 3,52; 6,35

ЛИИр 0,58 ± 0,26; 0,53a 0,95 ± 0,37; 0,85

ЯИС 0,51 ± 0,24; 0,56 0,33 ± 0,14; 0,31

ИСЛК 0,59 ± 0,25; 0,53b 0,98 ± 0,40; 0,87

ИСЛМ 64,3 ± 9,54; 65,5b 45,2 ± 16,1; 49,0

ИЛГ 19,7 ± 7,75; 19,3b 11,7 ± 4,20; 11,6
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Окончание табл. 2

1 2 3

ИСНМ 35,5 ± 9,87; 34,5 40,0 ± 12,5; 39,5

ЛНС 2,01 ± 0,82; 1,93b 1,18 ± 0,42; 1,16

ИСЛЭ 54,9 ± 12,7; 56,5 42,1 ± 18,7; 46,0

Различия между группами статистически достоверны:
	 a	P < 0,05
	 b	P < 0,01

По данным ROC-анализа диагностическая 
значимость 3 из 28 исследованных гематологи‑
ческих маркеров внутриутробной задержки раз‑
вития у 1‑суточных телят оценивалась как отлич‑
ная (HGB, HCT, RBC), 10  — как очень хорошая 

(MCH, LYM, LYM%, СЯН%, ИЛГ, ИСЛМ, ЛНС, 
ИК, ИСЛК, ЛИИр), 4 — как хорошая (WBC, MCV, 
ЯИС, ЛИИ) и 4 — как средняя (RDW, ИСНМ, РОН, 
ИСЛЭ). Наиболее информативные маркеры ВЗРП 
представлены в таблице 3.

		  Таблица 3 
Наиболее информативные гематологические маркеры внутриутробной 
задержки развития у 1‑суточных телят симментальской породы

Маркер Se, % Sp, % Критическое значение

1 2 3 4

HGB*** 100,0 84,6 Менее 96,0 г/л

hCT*** 100,0 92,3 Менее 25,8 %

rBC*** 100,0 92,3 Менее 6,23∙1012/л

mCH** 75,0 84,6 Менее 14,6 пг

mCV* 75,0 69,2 Менее 40,5 фл

wBC* 75,0 69,2 Более 10,0∙109/л

lYM** 100,0 69,2 Более 5,05∙109/л

lYM%** 75,0 84,6 Более 61,5 %

СЯН%** 75,0 92,3 Менее 27,0 %

ИК** 75,0 84,6 Менее 0,63

ЛИИ* 75,0 76,0 Менее 0,89

ЛИИр** 75,0 84,6 Менее 0,63

ИСЛК** 50,0 92,3 Менее 0,55

ИСЛМ** 75,0 84,6 Более 61,5

ИЛГ** 75,0 84,6 Более 16,0

ЛНС** 75,0 84,6 Более 1,60

ЯИС* 50,0 92,3 Более 0,58

Se — специфичность; Sp — чувствительность
*, **, *** показатель AUC находится в диапазоне 0,701…0,800, 0,801…0,900 и 0,901…1,00 соответственно
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Из таблицы 3 видно, что наибольшей чувстви‑
тельностью для диагностики ВЗРП у новорожден‑
ных обладали HGB, HCT, RBC и LYM (100,0 %), 
наибольшей специфичностью  — HCT, RBC, 
СЯН%, ИСЛК и ЯИС (92,3 %), HGB, MCH, LYM%, 
ИК, ЛИИр, ИСЛМ, ИЛГ и ЛНС (84,6 %), для дру‑
гих маркеров чувствительность и специфичность 
варьировались от 50,0 до 75,0 %.

Наши данные согласуются с результатами бо‑
лее ранних исследований [20—22], обнаружив‑
ших у телят с нарушениями внутриутробного раз‑
вития пониженные уровни эритроцитов и  гемо‑
глобина в  периферической крови. Что касается 
содержания в периферической крови таких телят 
лейкоцитов и их субпопуляций, в литературе име‑
ются противоречивые сведения. Так, N. Saenko et 
al. [22] указывают на отсутствие изменений в со‑
держании лейкоцитов в  периферической крови, 
С. А. Позов и соавт. [21] — на снижение их чис‑
ла, В. И. Сидельникова и соавт. [23], напротив, на 
их повышение. В нашем исследовании для 1‑су‑
точных телят с ВЗРП были характерны повышен‑
ное содержание в периферической крови лейкоци‑
тов и лимфоцитов, и пониженное сегментоядерных 
нейтрофилов (табл. 2). Такой профиль белой крови 
не характерен для физиологически зрелых новоро‑
жденных и может предрасполагать к развитию раз‑
личных заболеваний инфекционной и неинфекци‑
онной природы [16, 23, 24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследования показали, что скри‑

нинг гематологических показателей у 1‑суточных 
телят симментальской породы с высокой чувстви‑
тельностью (50,0—100,0 %) и  специфичностью 
(69,2—92,3 %) позволяет диагностировать у них 
внутриутробную задержку развития (подтвержден‑
ную результатами ультразвукового исследования 
на разных сроках гестации). Из 28 изученных мар‑
керов 3 (HGB, HCT, RBC) обладали отличной, 10 
(MCH, LYM, LYM%, СЯН%, ИЛГ, ИСЛМ, ЛНС, ИК, 
ИСЛК, ЛИИр) — очень хорошей и 4 (WBC, MCV, 
ЯИС, ЛИИ) — хорошей диагностической ценно‑
стью. Для каждого из гематологических показате‑
лей определено критическое значение, отсекаю‑
щее группу с ВЗРП.
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Abstract. Using ROC analysis, the informativeness of hematological indicators for identifying intrauterine growth 
restriction was assessed in 56 newborn calves of Simmental breed. The latter was diagnosed based on the results 
of ultrasound examination (Easi-Scan‑3 scanner, BCF Technology Ltd., UK) of animals at different stages of ges‑
tation. At the age of 1 day, venous blood samples were obtained from calves for research on the Mindray BC‑2800 Vet 
hematological analyzer (Mindray, China), differential counting of leukocytes in blood smears, determination of 
the leucogram and integral leukocyte indices. It has been established that screening of hematological indicators 
in 1‑day-old calves with high sensitivity (50.0—100.0 %) and specificity (69.2—92.3 %) allows diagnosing in‑
trauterine growth restriction. Out of 28 markers studied, 3 (hemoglobin content, erythrocytes and hematocrit) had 
excellent results, 10 (mean cell hemoglobin, absolute and relative content of lymphocytes, relative content of seg‑
mented neutrophils, lymphocyte-granulocyte index, lymphocyte-monocyte ratio index, lymphocyte-neutrophil 
ratio, Krebs index, index of blood leukocyte shift and Reis leukocyte intoxication index) were very good and 4 
(leukocyte content, mean cell volume, nuclear shift index and Kalf-Kalif leukocyte intoxication index) — good 
diagnostic value. A critical value was calculated for each marker.
Keywords: calves, intrauterine growth restriction, diagnostics, blood indicators, integral leukocyte indices, ROC 
analysis.
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Intrauterine growth restriction of the embryo and 
fetus (IUGR) is registered in 25.0—53.8 % of preg‑
nant cows [1, 2] and represents a serious problem for 
dairy farming [1, 3]. An increase in lactation load, as‑
sociated with disturbances in the immune and meta‑
bolic status of animals, leads to a deterioration in their 
reproductive health [2, 4]. With an increase in the milk 
productivity of cows from 4000—5000 kg to 6000—
9000 kg per year, the incidence of IUGR in herds in‑
creases by 1.23—1.45 times [2]. The development of 
IUGR can be provoked by genetic and endocrine disor‑
ders, infections and stress associated with improper use 
and feeding of animals [1, 3—6]. Most authors consid‑
er IUGR to be a complex, multi-etiological syndrome, 
the causes and mechanisms of which are not fully un‑
derstood [1, 4]. IUGR negatively affects not only the 
intrauterine survival of the fetus, but also the morpho‑
functional maturity and adaptive potential of the new‑

born [3, 7]. Such calves typically exhibit metabolic dis‑
orders and low growth rates and viability [3, 8—10].

The widespread introduction of portable ultrasound 
scanners into livestock farming practice and the devel‑
opment of criteria for diagnosing IUGR [4, 11, 12] have 
made it possible to study in detail the mechanisms of 
development, forms of manifestation of IUGR in cat‑
tle and its consequences for the health of the newborns 
[1, 2, 4, 7, 9, 13, 14].

It has been shown that intrauterine growth restric‑
tion in newborn calves is not always accompanied by 
body weight deficiency and clinical manifestations of 
morphofunctional disorders [15], which requires im‑
proving the system of their laboratory screening for 
subsequent correction of animal rearing technology, 
therapeutic and preventive measures. Currently, bio‑
chemical [7—9] and genetic markers of IUGR in calves 
have been described [3, 5], however, there is practical‑
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ly no data on the features of the morphological com‑
position of their peripheral blood.

The objective of the study is to evaluate the in‑
formation content of morphological blood indicators 
and integral leukocyte indices in newborn calves to 
identify intrauterine growth restriction.

MATERIAL AND METHODS
The researches were carried out in the conditions 

of the collective farm Barbashov and IE Rogacheva 
(Ikryaninskiy r., Astrakhan region, Russia) in 2022—
2023 with the support of the Russian Science Foundation 
grant 23—26—00136. We examined 56 newborn calves 
of Simmental breed, obtained from cows of 3—5 lac‑
tations: 28 with IUGR (group I) and 28 with a physi‑
ological course of gestation (group II). The develop‑
ment of the embryo/fetus in cows was assessed based 
on the results of ultrasound screening using an Easi-
Scan‑3 scanner with a linear sensor of 4.5—8.5 MHz 
(BCF Technology Ltd., UK) on days 38—45, 60—65 
and 110—115 after insemination and conception, ac‑
cording to the criteria described previously [4, 7, 9, 12].

The blood samples for the research were obtained 
from the jugular vein of animals 24 hours after birth, 
before morning feeding, using vacuum systems with 
lithium heparin. Using a veterinary hematological an‑
alyzer Mindray BC‑2800 Vet (Mindray, China), the 
blood levels of hemoglobin (HGB), red blood cells 
(RBC), white blood cells (WBC), lymphocytes (LYM), 
granulocytes (GRA), platelets (PLT), plateletcrit (PCT), 
hematocrit (HCT), mean cell volume (MCV), mean cell 
hemoglobin (MCH), red cell distribution width (RDW). 
Blood smears were stained according to Romanowsky-
Giemsa, differential counts of leukocytes in smears 
were performed on an Olympus BX43 microscope 

(Olympus, Japan), based on the results, the leucogram 
was determined, integral leukocyte indices were calcu‑
lated — the Krebs index (KI), leukocyte intoxication 
index of Ya.Ya. Kalf-Kalifa (LII), reactive response of 
neutrophils of T. Sh. Khabirov (RRN), leukocyte intox‑
ication index of B. A. Reis (LIIr), nuclear shift index 
(NSI), blood leukocyte shift index (BLSI), lympho‑
cyte-monocyte ratio index (LMRI), lymphocyte-gran‑
ulocyte index (LGI), neutrophil-monocyte ratio index 
(NMRI), lymphocyte-neutrophil ratio (LNR), lympho‑
cyte-eosinophil ratio index (LERI) [16, 17].

Statistical processing of the experimental data was 
performed in the programs IBM SPSS Statistics 20.0 
(IBM Corp., USA) and Statistica 8.0 (Stat Soft Inc., 
USA). The results were expressed as mean (M) ± stan‑
dard deviation (SD) and median (Me). The signifi‑
cance of differences among sample medians was de‑
termined using the Mann-Whitney U test. The rela‑
tionships among parameters were assessed using the 
Spearman test; the information content of markers for 
diagnosing IUGR in the newborns was based on the 
results of the analysis of the ROC curve [18, 19], as‑
sessing the area under the ROC curve (AUC), sensi‑
tivity (Se), specificity (Sp) and critical marker value. 
The null hypothesis for all statistical methods was re‑
jected at the 5 % significance level.

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
In the newborns with IUGR, decreased blood lev‑

els of hemoglobin (by 29.0 %, P < 0.001), red blood 
cells/erythrocytes (by 24.6 %, P < 0.001), hematocrit 
value (by 29.0 %, P < 0.001), mean cell hemoglobin 
(by  5.4 %, P < 0.05) and increased leukocyte con‑
tent (by 27.0 %, P < 0.05), respectively, compared to 
group II (Table 1).

		  Table 1 
Hematological indicators of 1‑day-old Simmental calves with intrauterine growth 

restriction (group I) and physiological course of gestation (group II)

Indicator Group I (n = 28)
M ± SD; Me

Group II (n = 28)
M ± SD; Me

1 2 3

HGB, g/L 76.3 ± 7.14; 76.0c 110.2 ± 12.3; 107.0

HCT, % 21.2 ± 2.36; 21.1c 30.3 ± 3.60; 29.7

RBC, 1012/L 5.34 ± 0.28; 5.39c 7.34 ± 0.78; 7.15

MCV, fl 39.8 ± 1.18; 39.0 41.2 ± 1.42; 41.0

MCH, pg 14.3 ± 0.65; 14.1a 15.0 ± 0.58; 14.9

RDW, % 14.3 ± 1.86; 14.1 15.3 ± 1.14; 15.4
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Table 1 (the end)

1 2 3

WBC, 109/L 11.7 ± 1.97; 11.8a 9.63 ± 2.61; 9.25

LYM, 109/L 7.58 ± 2.03; 7.39b 4.90 ± 1.25; 4.47

GRA, 109/L 4.11 ± 1.08; 4.23 5.89 ± 2.40; 6.00

PLT, 109/L 763.0 ± 221.6; 822.0 689.4 ± 194.7; 647.5

PCT, % 0.91 ± 0.37; 0.93 0.82 ± 0.32; 0.75

The differences among the groups are statistically significant:
	 a	P < 0.05
	 b	P < 0.01
	 c	P < 0.001

In the leucogram of such calves, compared 
with the offspring of cows with a physiologi‑
cal course of gestation, the proportion of lympho‑
cytes LYM% (64.3 ± 9.54 % vs. 52.0 ± 9.55 %, 
P < 0.01) and lower than segmented neutrophils SN% 
(23.8 ± 7.10 % vs. 36.4 ± 9.53 %, P < 0.01); the rel‑
ative content of stab neutrophils, eosinophils, baso‑
phils and monocytes did not differ significantly among  
samples.

The changes in the leucogram of the newborns 
naturally affected the values of the determined leu‑
kocyte indices. Thus, the calves with IUGR had 
significantly lower KI (by  39.8 %, P < 0.01), LII 
(by  55.4 %, P < 0.01), LIIr (by  38.9 %, P < 0.05), 
BLSI (by  39.8 %, P < 0.01) and higher  — LMRI 
(by 42.3 %, P < 0.01), LGI (by 68.4 %, P < 0.01) and 
LNR (by 70.3 %, P < 0.01), respectively, compared 
with the individuals of group II (Table 2).

		  Table 2 
Hematological indicators of 1‑day-old Simmental calves with intrauterine growth 

restriction (group I) and physiological course of gestation (group II)

Indicators Group I (n = 28)
M ± SD; Me

Group II (n = 28)
M ± SD; Me

KI 0.59 ± 0.26; 0.53b 0.98 ± 0.40; 0.87

LII 0.87 ± 0.24; 0.81b 1.95 ± 1.60; 1.43

RRN 4.94 ± 3.37; 4.53 6.90 ± 3.52; 6.35

LIIr 0.58 ± 0.26; 0.53a 0.95 ± 0.37; 0.85

NSI 0.51 ± 0.24; 0.56 0.33 ± 0.14; 0.31

BLSI 0.59 ± 0.25; 0.53b 0.98 ± 0.40; 0.87

LMRI 64.3 ± 9.54; 65.5b 45.2 ± 16.1; 49.0

LGI 19.7 ± 7.75; 19.3b 11.7 ± 4.20; 11.6

NMRI 35.5 ± 9.87; 34.5 40.0 ± 12.5; 39.5

LNR 2.01 ± 0.82; 1.93b 1.18 ± 0.42; 1.16

LERI 54.9 ± 12.7; 56.5 42.1 ± 18.7; 46.0

The differences among the groups are statistically significant:
	 a	P < 0.05
	 b	P < 0.01
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According to ROC analysis, the diagnostic signif‑
icance of 3 out of 28 studied hematological markers 
of intrauterine growth restriction in 1‑day-old calves 
was assessed as excellent (HGB, HCT, RBC), 10 — 
as very good (MCH, LYM, LYM%, SN%, LGI, LMRI, 
LNR, KI, BLSI, LIIr), 4 — as good (WBC, MCV, NSI, 
LII) and 4 — as average (RDW, NMRI, RRN, LERI). 
The most informative markers of IUGR are present‑
ed in Table 3.

Table 3 shows that HGB, HCT, RBC and LYM 
(100.0 %) had the highest sensitivity for diagnosing 
IUGR in the newborns; the highest specificity — HCT, 
RBC, SN%, BLSI and NSI (92.3 %), HGB, MCH, 
LYM%, KI, LIIr, LMRI, LGI and LNR (84.6 %), for 
other markers sensitivity and specificity ranged from 
50.0 to 75.0 %.

Our data are consistent with the results of earlier 
studies [20—22], which found reduced levels of red 

blood cells and hemoglobin in the peripheral blood 
in the calves with intrauterine growth restriction. 
Regarding the content of such leukocytes and their sub‑
populations in the peripheral blood of calves, there is 
contradictory information in the literature. 

Thus, N. Saenko et al. [22] indicate no chang‑
es in the content of leukocytes in peripheral blood, 
S. A. Pozov et al. [21] indicate the reduction of their 
number, V. I. Sidelnikova et al. [23], on the contrary, 
mark their increase. In our study, 1‑day-old calves 
with IUGR were characterized by an increased con‑
tent of leukocytes and lymphocytes in the peripheral 
blood, and a decreased content of segmented neutro‑
phils (Table 2). 

This white blood profile is not typical of physio‑
logically mature newborns and can predispose to the 
development of various diseases of infectious and 
non-infectious nature [16, 23, 24].

		  Table 3 
Most informative hematological markers of intrauterine growth restriction in 1‑day-old calves of Simmental breed

Marker Se, % Sp, % Critical value

HGB*** 100.0 84.6 Less than 96.0 g/L

HCT*** 100.0 92.3 Less than 25.8 %

RBC*** 100.0 92.3 Less than 6.23∙1012/L

MCH** 75.0 84.6 Less than 14.6 pg

MCV* 75.0 69.2 Less than 40.5 fl

WBC* 75.0 69.2 More than 10.0∙109/L

LYM** 100.0 69.2 More than 5.05∙109/L

LYM%** 75.0 84.6 More than 61.5 %

SN%** 75.0 92.3 Less than 27.0 %

KI** 75.0 84.6 Less than 0.63

LII* 75.0 76.0 Less than 0.89

LIIr** 75.0 84.6 Less than 0.63

BLSI** 50.0 92.3 Less than 0.55

LMRI** 75.0 84.6 More than 61.5

LGI** 75.0 84.6 More than 16.0

LNR** 75.0 84.6 More than 1.60

NSI* 50.0 92.3 More than 0.58

Se — specificity; Sp — sensitivity
*, **,*** the AUC indicator is in the range of 0.701…0.800, 0.801…0.900 and 0.901…1.00, respectively
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CONCLUSION
The results of the study have shown that the screen‑

ing of hematological indicators in 1‑day-old calves of 
Simmental breed with high sensitivity (50.0—100.0 %) 
and specificity (69.2—92.3 %) allows diagnosing in‑
trauterine growth restriction in them (confirmed by 
the results of ultrasound examination at different stag‑
es of gestation). 

Out of 28 studied markers, 3 (HGB, HCT, RBC) had 
excellent, 10 (MCH, LYM, LYM%, SN%, LGI, LMRI, 
LNR, KI, BLSI, LIIr) had very good and 4 (WBC, MCV, 
NSI, LII) — good diagnostic value. For each of the he‑
matological indicators, a critical value has been deter‑
mined that cuts off the group with IUGR.
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Аннотация. В настоящее время на рынке ветеринарных препаратов представлен широкий ассортимент 
антигельминтных средств. Публикации результатов проведенных исследований свидетельствуют о вос‑
требованности совершенствования средств и методов профилактики и лечения гельминтозов мелкого ро‑
гатого скота. Актуальность разработки лекарственных препаратов антигельминтного действия, обуслов‑
лен необходимостью повышения биологической доступности применяемых субстанций. Рынок ветери‑
нарных препаратов широк и  ежегодно проводятся исследования, направленные на создание новых 
лечебных комбинаций и тестирование новых формул лекарств. Целью данного исследования явилось из‑
учение антигельминтной активности разработанной лекарственной формы на основе хитозана с включен‑
ным албендазолом сульфоксидом (АСХ) при гельминтозах овец. Изучение эффективности новой лекар‑
ственной формы антгельминтика проводили на базе овцеводческого хозяйства, неблагополучного по ин‑
вазионным заболеваниям. Для этого методом двукратной гельминтоовоскопии подобрали 120 овец, 
естественно зараженных нематодами желудочно-кишечного тракта, Dictyocaulus filaria, M. expansa и D. 
lanceatum. Установлено, что препарат на основе хитозана с включенным албендазолом сульфоксидом об‑
ладает высокой антгельминтной эффективностью при мониезиозе, нематодозах желудочно-кишечного 
тракта и легких в дозе 3 мг/кг по д. в., при дикроцелиозе — в дозе 5 мг/кг по д. в. По данным проведен‑
ного исследования эффективность разработанного препарата оказалась выше активности субстанции при 
нематодозах желудочно-кишечного тракта, мониезиозе и дикроцелиозе овец.
Ключевые слова: овцы, паразитология, лечение, хитозан, дикроцелиоз, диктиокаулез, мониезиоз, нема‑
тодозы
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Известно, что наиболее распространенными 
болезнями мелкого рогатого скота являются гель‑
минтозы. Этому способствуют особенности тех‑
нологии содержания животных в  традиционных 
регионах разведения и благоприятные природно-
климатические условия. Гельминтозы мелкого ро‑
гатого скота, во многих случаях, регистрируются 
в ассоциации, включающей нематод, цестод и тре‑
матод [15].

Продукты животноводства являются важным 
источником белка для людей во всем мире [9]. 
Гельминтозы распространены в  животноводстве 
и  могут привести к  экономическим потерям для 
животноводческой отрасли [4—6]. Паразитарные 
инфекции могут привести к снижению роста, веса 
и  фертильности, что может повлиять на произ‑

водство и качество мяса, молока и шерсти [15, 7]. 
Например, финансовые потери из-за фасциолеза 
в животноводстве оцениваются в 3 миллиарда дол‑
ларов США в год во всем мире [8].

Фасциолез и дикроцелиоз являются двумя наи‑
более распространенными зоонозными гельминто‑
зами домашнего скота [11, 12]. Эти трематоды об‑
наруживаются в желчном пузыре и желчных про‑
токах жвачных животных, таких как овцы, крупный 
рогатый скот и козы [14]. Люди также могут зара‑
зиться при непреднамеренном проглатывании ме‑
тацеркарий на водных растениях (Fasciola spp.) или 
у муравьев (Dicrocoelium spp.) [10, 13, 16].

В настоящее время на рынке ветеринарных 
препаратов представлен широкий ассортимент 
антигельминтных средств. Актуальность разра‑
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ботки лекарственных препаратов антигельминт‑
ного действия, обусловлена необходимостью по‑
вышения биологической доступности применяе‑
мых субстанций. 

Например, разработана и апробирована техно‑
логия создания супрамолекуляной системы проти‑
вопаразитарного препарата с использованием ме‑
ханохимической технологии и адресной доставки. 
Для получения твердой дисперсии лекарственного 
препарата используются водорастворимые полиме‑
ры, позволяющие улучшить свойства субстанции 
за счет повышения водорастворимости. В клиниче‑
ских исследованиях на естественно инвазирован‑
ных желудочно-кишечными нематодами и моние‑
зиями овцах доказано, что по противопаразитарной 
активности разработанный препарат значительно 
превосходит активность субстанции [1, 3].

Целью данного исследования явилось изуче‑
ние антигельминтной активности разработанной 
лекарственной формы на основе наночастиц хи‑
тозана с включенным албендазолом сульфоксидом 
(АСХ) при гельминтозах овец. Наночастицы хито‑
зана с включенным действующим веществом по‑
лучали методом ионной кросс-сшивки по модифи‑
цированному методу Calvo et al. (1997).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Изучение эффективности новой лекарственной 
формы антгельминтика проводили на базе овцевод‑
ческого хозяйства, неблагополучного по инвазион‑
ным заболеваниям. Для отбора подопытных жи‑
вотных методом двукратной гельминтоовоскопии 
выявили 120 овец, естественно зараженных немато‑
дами желудочно-кишечного тракта, Dictyocaulus fi-
laria, M. expansa и D. lanceatum. Подобранных овец 
пометили индивидуальными номерами и раздели‑
ли на 3 группы с учетом инвазированности (n = 40).

При изучении эффективности новой лекар‑
ственной формы антгельминтика группы бенз‑
имидазолов введение препаратов подопытным жи‑
вотным осуществляли посредством внутримышеч‑
ной инъекции.

Животным первой группы в  качестве проти‑
вопаразитарной терапии применяли базовый пре‑
парат — субстанцию албендазола в дозе 5 мг д. в. 
на 1 кг массы животного, животным второй груп‑
пы в качестве противопаразитарной терапии при‑
меняли разработанный препарат на основе хитоза‑
новых частиц в дозе 3 мг албендазола сульфоксида 
на 1 кг массы животного, животным третьей груп‑
пы препараты не вводили, и они служили контро‑

лем. Овцам, инвазированным дикроцелиями препа‑
раты вводили внутримышечно в дозах 7,5 и 5 мг/кг 
по действующему веществу.

На 18‑й день проведения эксперимента осу‑
ществляли сбор фекалий овец подопытных групп 
и исследовали стандартными гельминтоовоскопи‑
ческими методами для регистрации динамики ин‑
тенсивности инвазии в зависимости от числа обна‑
руженных яиц гельминтов в 1 грамме фекалий [2].

Статистическую обработку полученных дан‑
ных проводили с использованием компьютерной 
программы Microsoft Excel. Достоверность стати‑
стической разницы между средними величинами 
определяли по методу Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
По результатам гельминтологических исследо‑

ваний (табл. 1) установлено, что экстенсэффектив‑
ность албендазола при мониезиозе овец состави‑
ла 93,3 %, при использовании АСХ — 100 %. При 
нематодозах пищеварительного тракта овец экс‑
тенсэффективность албендазола составила 80 %, 
при введении препарата АСХ — 95 %, при этом 
снижение интенсивности выделения яиц нема‑
тод достигло 94,96 и 99,10 % соответственно. При 
диктиокаулезе животные обеих групп полностью 
освободились от гельминтов. По результатам ко‑
прологических исследований препараты прояви‑
ли 100%‑ную эффективность. При дикроцелио‑
зе в группе животных, получавших албендазол от 
гельминтов, освободилось 20 овец, во второй груп‑
пе животных, получавших АСХ — 23 овцы, сни‑
жение интенсивности выделения яиц диикроце‑
лий в данных группах составило 86,71 и 96,94 % 
соответственно. Экстенсвинвазированность овец 
контрольной группы за период наблюдения не 
изменилась. Интенсивность выделения яиц мо‑
ниезий, нематод пищеварительного тракта, дик‑
тиокаул и  дикроцелий составляла 149,4 ± 33,71, 
59,3 ± 22,92, 7,2 ± 6,93 и 9,1 ± 2,7 экз/г фекалий.

Повышение эффективности разработанного 
препарата на основе комплекса албендазола сульф‑
оксида и хитозана достигается, по нашему мнению, 
за счет трансформации фармакокинетики и  как 
следствие повышения биодоступности действую‑
щего вещества лекарственного препарата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Эффективность препарата на основе албендазо‑

ла сульфоксида при гельминтозах овец выше актив‑
ности субстанции при нематодозах желудочно-ки‑
шечного тракта, мониезиозе и дикроцелиозе овец. 
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Эффективность препарата на основе албендазола сульфоксида при гельминтозах овец

По данным проведенного исследования установ‑
лено, что новая лекарственная форма антгельмин‑
тика из группы бензимидазолов обладает высокой 
эффективностью при мониезиозе, нематодозах же‑
лудочно-кишечного тракта и легких в дозе 3 мг/кг 
по д. в., при дикроцелиозе — в дозе 5 мг/кг по д. в.

Исследования выполнены в рамках програм‑
мы поддержки развития научных коллективов 
Ставропольского государственного аграрного уни‑
верситета, реализуемой при финансовой поддерж‑
ке Программы стратегического академического ли‑
дерства «Приоритет — 2030».

		  Таблица 1 
Сравнительная эффективность новой лекарственной формы антгельминтика при гельминтозах овец

Группа живот‑
ных n

Освободилось 
от гельминтов, 

гол.

Среднее число яиц гельминтов
ИЭ, %

до лечения после лечения

Мониезиоз*

Албендазол 30 28 124,2 ± 31,6 4,2 ± 0,3 96,62

АСХ 30 30 158,1 ± 37,8 0 100

Контроль 30 30 149,4 ± 33,7 166,7 ± 41,3 0

Нематоды пищеварительного тракта

Рикобендазол 40 32 176,4 ± 19,7 8,9 ± 13,2

АСХ 40 38 188,7 ± 22,5 1,7 ± 0,4

Контроль 40 0 159,3 ± 22,9 172,5 ± 28,1 0

Диктиокаулез**

Албендазол 18 18 28,6 ± 6,8 0 100

АСХ 18 18 24,1 ± 7,2 0 100

Контроль 15 0 27,2 ± 6,9 29,2 ± 7,8 0

Дикроцелиоз

Албендазол 25 20 31,6 ± 4,8 4,2 ± 0,1 86,71

АСХ 25 23 39,2 ± 3,9 1,2 ± 0,6 96,94

Контроль 25 0 39,1 ± 2,7 38,9 ± 2,3 0

	 *	при мониезиозе определение эффективности по экстенсивности инвазии до и после применения препарата
	**	среднее количество личинок в 1 г фекалий
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Abstract. Currently, the veterinary drug market offers a wide range of anthelmintic drugs. The publications of 
the results of research conducted indicate the demand for improving the means and methods for the prevention 
and treatment of helminthiases in small cattle. The relevance of the design of drugs with anthelmintic action is 
due to the need to increase the bioavailability of the substances used. The veterinary drug market is wide and the 
research is conducted annually to design new therapeutic combinations and test new drug formulas. The objec‑
tive of this research was to study the anthelmintic activity of the designed dosage form based on chitosan with the 
inclusion of albendazole sulfoxide (ASO) in case of ovine helminthiases. The study of the efficacy of a new dos‑
age form of an anthelmintic was carried out on the basis of a sheep breeding farm, which was unfavorable for in‑
vasive diseases. For this purpose, 120 sheep naturally infected with gastrointestinal nematodes, Dictyocaulus fi-
laria, M. expansa and D. lanceatum, were selected using double helminthoovoscopy. It has been established that 
the drug based on chitosan with the inclusion of albendazole sulfoxide has high anthelmintic efficacy in case of 
monieziosis, nematodes of the gastrointestinal tract and lungs at a dose of 3 mg/kg of a. s., and in case of dicro‑
celiosis — at a dose of 5 mg/kg of a. s. According to the study, the efficacy of the designed drug turned out to be 
higher than the activity of the substance in case of nematodes of the gastrointestinal tract, ovine moniesiosis and 
dicroceliosis.
Keywords: sheep, parasitology, treatment, chitosan, dicroceliosis, dictyoculosis, monesiosis, nematodes
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It is known that the most common diseases of small 
cattle are helminthiases. This is facilitated by the pecu‑
liarities of the technology for keeping animals in tra‑
ditional breeding regions and favorable natural and 
climatic conditions. Helminthiases of small cattle, in 
many cases, are recorded in an association that includes 
nematodes, cestodes and trematodes [15].

Animal products are an important source of pro‑
tein for people around the world [9]. Helminthiases are 
common in livestock farming and can lead to econom‑
ic losses for the livestock industry [4—6]. Parasitic in‑
fections can lead to reductions in height, weight and 
fertility, which can affect the production and quality 
of meat, milk and wool [15, 7]. For example, financial 
losses due to fascioliasis in livestock are estimated at 
3 billion US dollars per year worldwide [8].

Fascioliasis and dicroceliosis are the two most 
common zoonotic helminthiases of livestock [11, 12]. 
These flukes/trematodas are found in the gallbladder 
and bile ducts of ruminant animals such as sheep, cat‑
tle and goats [14]. Humans can also become infect‑

ed by inadvertently ingesting metacercariae on aquat‑
ic plants (Fasciola spp.) or ants (Dicrocoelium spp.) 
[10, 13, 16].

Currently, the veterinary drug market offers a wide 
range of anthelmintic drugs. The relevance of the de‑
sign of drugs with anthelmintic action is determined 
by the need to increase the bioavailability of the sub‑
stances used. For example, a technology for creating 
a supramolecular system of an antiparasitic drug us‑
ing mechanochemical technology and targeted delivery 
has been developed and tested. To obtain a solid dis‑
persion of the drug, water-soluble polymers are used, 
which improve the properties of the substance by in‑
creasing water solubility. In clinical studies on sheep, 
naturally infected with gastrointestinal nematodes and 
moniezia, it has been proven that the designed drug 
significantly exceeds the activity of the substance in 
terms of antiparasitic activity [1, 3].

The objective of this research was to study the an‑
thelmintic activity of the designed dosage form based 
on chitosan nanoparticles with included albenda‑
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zole sulfoxide (ASO) in case of ovine helminthiases. 
Chitosan nanoparticles with the included active sub‑
stance were obtained by ionic cross-linking according 
to the modified method of Calvo et al. (1997).

MATERIAL AND METHODS
The study of the efficacy of a new dosage form of 

an anthelmintic was carried out on the basis of a sheep 
farm that was unfavorable for invasive diseases. To 
select experimental animals, 120 sheep naturally in‑
fected with gastrointestinal nematodes, Dictyocaulus 
filaria, M. expansa and D. lanceatum, were identified 
using double helminthoovoscopy. The selected sheep 
were marked with individual numbers and divided into 
3 groups, taking into account their infestation (n = 40).

When studying the efficacy of a new dosage form 
of an anthelmintic of the benzimidazole group, the 
drugs were administered to the experimental animals 
by intramuscular injection.

The animals of the first group were treated with the 
basic drug, albendazole substance (antiparasitic thera‑
py), at a dose of 5 mg of a. s. per 1 kg of animal weight, 
the animals of the second group received a designed 
drug based on chitosan particles as antiparasitic thera‑
py at a dose of 3 mg of albendazole sulfoxide per 1 kg 
of animal weight, the animals of the third group were 
not administered the drugs, and they served as the con‑
trol. The sheep infected with dicrocelia were admin‑
istered intramuscularly at doses of 7.5 and 5 mg/kg of 
the active substance. On day 18 of the experiment, the 
feces of the sheep from the experimental groups were 
collected and examined using standard helminthoovo‑
scopic methods to record the dynamics of the intensi‑

ty of invasion depending on the number of helminth 
eggs detected in 1 gram of feces [2].

Statistical processing of the obtained data was 
carried out using the Microsoft Excel computer pro‑
gram. The reliability of the statistical difference be‑
tween the average values was determined using the 
Student’s method.

STUDY RESULTS
According to the results of helminthological stud‑

ies (Table 1), it was established that the extensive ef‑
ficacy of albendazole against ovine moniesiasis was 
93.3 %, and when using ASO it was 100 %. For nem‑
atodes of the gastrointestinal tract of sheep, the ex‑
tensional efficacy of albendazole was 80 %, with the 
introduction of the drug ASO — 95 %, while the de‑
crease in the intensity of the release of nematode eggs 
reached 94.96 and 99.10 %, respectively. In case of 
dictyocaulosis, the animals of both groups complete‑
ly recovered from helminths. According to the results 
of scatological studies, the drugs showed 100 % effi‑
cacy. In case of dicroceliosis, in the group of animals 
receiving albendazole against helminths, 20 sheep re‑
covered, in the second group of the animals receiv‑
ing ASO — 23 sheep, the decrease in the intensity of 
the release of dicrocoelium eggs in these groups was 
86.71 and 96.94 %, respectively. The extent of infes‑
tation of the sheep in the control group did not change 
during the observation period. The intensity of the re‑
lease of eggs of moniezia, nematodes of the gastro‑
intestinal tract, dictyocaulus and dicrocoelium was 
149.4 ± 33.71, 59.3 ± 22.92, 7.2 ± 6.93 and 9.1 ± 2.7 
samples/g of feces.

		  Table 1 
Comparative efficacy of a new dosage form of an anthelmintic in case of ovine helminthiases

Group of animals n
Recovered from 

helminths, 
animals

Average number of helminth eggs
IE, %

before treatment after treatment

1 2 3 4 5 6

Monieziosis*

Albendazole 30 28 124.2 ± 31.6 4.2 ± 0.3 96.62

ASO 30 30 158.1 ± 37.8 0 100

Control 30 30 149.4 ± 33.7 166.7 ± 41.3 0

Nematodes of the gastrointestinal tract

Ricobendazole 40 32 176.4 ± 19.7 8.9 ± 13.2
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Table 1 (the end)

1 2 3 4 5 6

ASO 40 38 188.7 ± 22.5 1.7 ± 0.4

Control 40 0 159.3 ± 22.9 172.5 ± 28.1 0

Dictyocaulosis**

Albendazole 18 18 28.6 ± 6.8 0 100

ASO 18 18 24.1 ± 7.2 0 100

Control 15 0 27.2 ± 6.9 29.2 ± 7.8 0

Dicroceliosis

Albendazole 25 20 31.6 ± 4.8 4.2 ± 0.1 86.71

ASO 25 23 39.2 ± 3.9 1.2 ± 0.6 96.94

Control 25 0 39.1 ± 2.7 38.9 ± 2.3 0

	 *	in case of monieziosis, determination of efficacy is based on the extent of invasion before and after of the drug use
	**	average number of larvae in 1 g of feces

Increasing the efficacy of the designed drug based 
on the complex of albendazole sulfoxide and chitosan 
is achieved, in our opinion, due to the transformation 
of pharmacokinetics and, as a consequence, increasing 
the bioavailability of the active substance of the drug.

CONCLUSION
The efficacy of the drug based on albendazole sulf‑

oxide in case of ovine helminthiases is higher than the 
activity of the substance for nematodes of the gastro‑
intestinal tract, ovine monieziosis and dicroceliosis. 
According to the study, it has been established that a 
new dosage form of an anthelmintic from the group 
of benzimidazoles is highly effective against moniesi‑
asis, nematodes of the gastrointestinal tract and lungs 
at a dose of 3 mg/kg of a. s., and in case of dicroceli‑
osis — at a dose of 5 mg /kg of a. s.

The research was carried out within the framework 
of the program to support the development of scientif‑
ic teams of Stavropol State Agrarian University, im‑
plemented with the financial support of the Strategic 
Academic Leadership Program “Priority — 2030”.
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Аннотация. В условиях промышленного свиноводческого комплекса изучено состояние естественной ре‑
зистентности у поросят при плановой вакцинации против классической чумы и рожи свиней. У них по 
сравнению с интактными животными установлено повышение лизоцимной и комплементарной активно‑
сти сыворотки крови и содержания общих иммуноглобулинов через 5—6 дней после первого и второго 
введения вакцины против КЧС и вакцинации против рожи, свидетельствующее о высокой напряженности 
гуморального звена неспецифической защиты и снижение через 14 дней после первого введения вакци‑
ны против КЧС и содержания общих иммуноглобулинов спустя 17 дней после ее повторной инъекции, об‑
условленное необходимостью уменьшения антигенной нагрузки. У животных отмечено увеличение кон‑
центрации гигантских и мелких циркулирующих иммунных комплексов и коэффициента их патогенно‑
сти, что связано с  большим поступлением вакцинных вирусного и  бактериального антигенов 
и недостаточной элиминацией ЦИК, а также фагоцитарного индекса, фагоцитарного числа, спонтанного 
и стимулированного НСТ-теста, свидетельствующее о повышении поглотительной функции и метаболи‑
ческой активности нейтрофилов, с тенденцией к уменьшению индекса их стимуляции, характеризующей 
снижение резерва адаптации фагоцитирующих клеток.
Ключевые слова: вакцинация, КЧС, рожа свиней, лизоцимная и комплементарная активность сыворот‑
ки крови, фагоцитоз, циркулирующие иммунные комплексы
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Высокая продуктивность и сохранность живот‑
ных в промышленных свиноводческих хозяйствах 
во многом зависят от состояния естественной ре‑
зистентности, механизмы которой направлены на 
обеспечение постоянства внутренней среды ор‑
ганизма при воздействии различных патогенных 
факторов, включая возбудителей инфекционных 
болезней [1—3].

На состояние естественной устойчивости ор‑
ганизма поросят негативное влияние оказыва‑
ют различные стресс-факторы (ранний отъем от 
свиноматок, перевод их на доращивание и  от‑
корм), технологические погрешности в  кормле‑
нии и содержании, экологическое неблагополучие 
и др. [3—6]. Снижение ее у поросят отмечено так‑
же при стрессе, вызванном вакцинацией против 
рожи свиней [7], сальмонеллеза [8], классической 
чумы свиней [9]. Вместе с  тем исследованиями 

И. Н. Тюренкова и соавт. (2014) на белых крысах 
показано, что вакцинация повышает устойчивость 
к действию стрессорных факторов за счет умень‑
шения уровня лимфоцитоза, изменения цитоки‑
нового профиля в сторону снижения провоспали‑
тельной направленности иммунных реакций [10].

Актуальность настоящего исследования об‑
условлена необходимостью изучения состояния 
неспецифического (естественного) иммунитета 
у поросят при воздействии на них технологически 
обязательных приемов при выращивании, преду‑
смотренных промышленной технологией, в отдель‑
ности и в сочетании с плановой вакцинацией про‑
тив классической чумы и рожи свиней.

Цель исследований — изучение гуморальной 
и  клеточной естественной резистентности у по‑
росят при вакцинации против классической чумы 
и рожи свиней.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования проведены в промышленном сви‑
новодческом хозяйстве на 2 группах по 25 поросят.

Животные первой группы (контрольная) были 
интактными (без воздействия вакцинных вирус‑
ного и бактериального антигенов), второй (опыт‑
ная) — в возрасте 49 и 100 дней были привиты вак‑
циной против классической чумы свиней (КЧС) 
живой культуральной сухой (ФГБУ «ВНИИЗЖ») 
и в возрасте 60 и 85 дней вакциной против рожи 
свиней из штамма ВР‑2, сухой, живой (ФКП 
«Щелковский биокомбинат»).

Отъем поросят от свиноматок и перевод на до‑
ращивание проводили в возрасте 28 дней, а на от‑
корм — в 70 дней. Кормление и содержание жи‑
вотных соответствовали нормам, предусмотрен‑
ным промышленной технологией.

Опыт проводили в соответствии с требования‑
ми действующих международных и  российских 
законодательных актов (Директива 2010/63/EU 
от 22.09.2010, Европейской конвенции (ETS123), 
Strasbourg, 1986), а  также требований комиссии 
по биоэтике ФГБНУ «ВНИВИПФиТ» (протокол 
№ 1—02/23 от 10.02.2023 г.).

Забор крови от клинически здоровых поро‑
сят (n = 5) обеих групп для иммунологических ис‑
следований проводили в 33, 55,63 90, 98, 105 и 117 
дневном возрасте. В крови определяли фагоцитар‑
ную активность нейтрофилов (ФАН), фагоцитар‑
ный индекс (ФИ) и фагоцитарное число (ФЧ) в со‑
ответствии с «Методическими рекомендациями по 
оценке и коррекции иммунного статуса животных» 
[11] и метаболическую активность фагоцитов по 
реакции восстановления нитросинего тетразолия 
in vitro (НСТ-тест) при взаимодействии с интакт‑
ными (спНСТ) и стимулированными (стНСТ) пи‑
рогеналом нейтрофилами периферической крови. 
Показатель резерва активации нейтрофилов (ПР) 
рассчитывали по формуле: ПР = стНСТ/спНСТ 
[12]. В сыворотке крови определяли лизоцимную 
(ЛАСК) и  комплементарную (КАСК) активность 
сыворотки крови согласно «Методическим рекомен‑
дациям по оценке и коррекции неспецифической ре‑
зистентности животных» [13], количество общих 
иммуноглобулинов (Ig) в соответствии с «Методами 
ветеринарной клинической лабораторной диагно‑
стики» [14], содержание циркулирующих иммун‑
ных комплексов (ЦИК) по «Методическим рекомен‑
дациям по оценке и коррекции иммунного статуса 
животных» [11], коэффициент патогенности ЦИК 
рассчитывали по соотношению КП = С7/С3 [15].

Статистическую обработку полученных дан‑
ных проводили с использованием пакета приклад‑
ных программ Microsoft Excel и Statistica v10, оцен‑
ку достоверности — по критерию Стъюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

У поросят опытной группы в возрасте 55 дней 
спустя 6  суток после введения вакцины против 
КЧС (табл. 1) отмечено повышение по сравнению 
с предыдущими значениями (33 дня) лизоцимной 
(на 9,1 %) и комплементарной (на 84,8 %) активно‑
сти сыворотки крови, свидетельствующее об уве‑
личении неспецифической гуморальной защиты. 
При этом их значения превышали таковые у ин‑
тактных животных на 4,2 и 73,8 % соответствен‑
но, у которых повысилась только ЛАСК на 31,8 %.

Содержание общих иммуноглобулинов у поро‑
сят обеих групп не претерпели существенных из‑
менений, при этом их уровень у вакцинированных 
животных превышал на 3,0 %.

Концентрация гигантских (3,0 %) и  мелких 
(7,0 %) циркулирующих иммунных комплексов 
у  поросят опытной группы повысилась на 17,1 
и 12,2 % соответственно, а коэффициент патоген‑
ности (С7/С3) снизился на 2,6 %. При этом их зна‑
чения превышали таковые у интактных животных 
на 46,4 %, 58,6 и 7,5 %, что указывает на более вы‑
сокую антигенную нагрузку.

При отсутствии изменений в количестве цирку‑
лирующих активных фагоцитов у поросят опытной 
группы повысилась их поглотительная функция: 
фагоцитарный индекс на 9,5 %, фагоцитарное чис‑
ло на 16,6 % и метаболическая активность спНСТ 
на 8,9 % и  спНСТ на 11,6 %, превысив таковые 
у интактных животных на 7,2; 8,9; 29,8 и 19,1 %, 
у  которых значения последних трех показате‑
лей увеличились в меньшей степени на 8,5 %; 6,8 
и 3,2 %. Повышение поглотительной и метаболи‑
ческой активности сегментоядерных нейтрофилов 
у поросят опытной группы сочетается с активаци‑
ей системы комплемента, участвующей в процессе 
фагоцитоза. Показатель резерва функциональной 
активности нейтрофилов (ПР) у них не изменил‑
ся, но был меньше чем у интактных животных на 
10,5 % за счет увеличения ФИ, ФЧ, спНСТ и стНСТ.

У поросят опытной группы спустя 14  суток 
после введения вакцины против КЧС и 3 дня по‑
сле вакцинации против рожи свиней и у интакт‑
ных животных в возрасте 63 дня (табл. 1) отмече‑
но повышение по сравнению с предыдущими по‑
казателями ЛАСК на 3,3 и 14,0 % соответственно, 
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обусловленное необходимостью снижения антиген‑
ной нагрузки, и содержания общих иммуноглобу‑
линов на 19,4 и 16,9 %, свидетельствующее о на‑
пряженном функционировании гуморального зве‑
на иммунитета. 

У вакцинированных поросят отмечено сниже‑
ние КАСК на 44,5 %, обусловленное расходом на 
образование ЦИК и повышение фагоцитоза, при 
незначительном увеличении ее значения у интакт‑

ных животных. Сравнивая указанные гумораль‑
ные показатели у  подопытных поросят, следует 
отметить, что у животных опытной группы ЛАСК 
и КАСК были меньше на 5,6 и 6,6 % соответствен‑
но, а содержание общих иммуноглобулинов боль‑
ше на 5,2 %. У них же были выше концентрация 
гигантских и мелких ЦИК и их патогенность на 
48,3; 75,0 и 15,2 %, что связано с высокой анти‑
генной нагрузкой.

		  Таблица 1 
Показатели неспецифической резистентности поросят

Показатели

Возраст (дни), группы

55 63

контрольная

опытная
6 дней после 

вакцинации против 
КЧС

контрольная

опытная
14 дней после 

вакцинации против 
КЧС

ЛАСК, мкг/мл 2,7 ± 0,80 2,8 ± 0,14 3,0 ± 0,14 2,9 ± 0,16

КАСК, % гем. 7,5 ± 0,36 13,1 ± 1,20* 7,8 ± 0,24 7,2 ± 0,47+

Общие ИГ, мг/мл 19,9 ± 0,72 20,4 ± 1,77 23,2 ± 0,85+ 24,4 ± 0,93+

ЦИК 3,0 %, мг/мл 0,28 ± 0,02 0,41 ± 0,02* 0,29 ± 0,02 0,43 ± 0,016*

ЦИК 7,0 %, мг/мл 0,29 ± 0,011 0,46 ± 0,02* 0,28 ± 0,029 0,49 ± 0,09*

С7/С3, у. е. 1,06 ± 0,09 1,14 ± 0,07 0,99 ± 0,06 1,14 ± 0,05*

ФАН, % 82,4 ± 0,75 81,6 ± 1,17 82,0 ± 0,89 81,2 ± 1,55

ФИ, у. е. 5,7 ± 0,10 6,1 ± 0,14* 5,8 ± 0,12 6,3 ± 0,16*

ФЧ, у. е. 4,7 ± 0,12 5,1 ± 0,11* 4,4 ± 0,11 5,2 ± 0,15*

Сп-НСТ, % 18,8 ± 1,02 24,4 ± 0,75* 20,4 ± 0,75 29,6 ± 1,70*+

Ст-НСТ, % 38,8 ± 0,49 46,2 ± 0,89* 41,6 ± 0,98+ 58,4 ± 1,17*+

ПР, у. е. 2,09 ± 0,10 1,87 ± 0,08 2,02 ± 0,04 1,98 ± 0,06

	 *	Р < 0,05
		 Р < 0,001 относительно непривитых поросят
	 +	Р < 0,05
		 Р < 0,001 относительно предыдущего периода

У поросят опытной группы были выше, чем 
у интактных животных ФИ на 9,3 %, ФЧ на 16,5 %, 
спНСТ на 45,1 % и стНСТ на 40,4 %, что свиде‑
тельствует о более выраженной у них неспецифи‑
ческой клеточной защите.

Повторное введение вакцины против рожи 
(85 сутки) и классической чумы свиней (100 сут‑

ки) сказались на неспецифической резистентно‑
сти животных.

У поросят опытной группы спустя 5 дней после 
вакцинации против рожи и у интактных животных 
в возрасте 90 дней снизилась по сравнению с пре‑
дыдущими показателями ЛАСК на 4,2 и  10,9 % 
в связи с расходом фермента на инактивацию цир‑
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кулирующих бактериальных патогенов, а у послед‑
них и КАСК на 4,1 %, но увеличилось содержание 
общих иммуноглобулинов на 54,9 и 49,4 %, при 
этом значение КАСК и общих иммуноглобулинов 
у иммунизированных поросят превышали на 14,8 
и 9,4 %, что свидетельствует о более выраженной 
у них гуморальной защите (табл. 2).

При общей тенденции снижения у животных 
обеих групп гигантских на 27,6 и 25,6 % и увеличе‑
ния мелких ЦИК на 21,4 и 12,2 % и коэффициента 
патогенности на 66,7 и 53,5 % их значения у вакци‑
нированных поросят были больше на 52,4 %; 61,8 
и 6,1 %, что указывает на более высокую антиген‑
ную нагрузку.

		  Таблица 2 
Показатели неспецифической резистентности поросят

Показатели

Возраст (дни), группы

90 98

контрольная

опытная
5 дней после 

вакцинации против 
рожи

контрольная

опытная
13 дней после 

вакцинации против 
рожи

ЛАСК, мкг/мл 2,7 ± 0,17 2,7 ± 0,11 2,4 ± 0,29 2,9 ± 0,05

КАСК, % гем. 7,4 ± 0,22 8,5 ± 0,68 8,0 ± 0,35 8,8 ± 0,47

Общие ИГ, мг/мл 34,7 ± 1,01+ 37,8 ± 1,03*+ 36,6 ± 0,54 40,6 ± 1,42*

ЦИК 3,0 %, мг/мл 0,21 ± 0,02+ 0,32 ± 0,03*+ 0,23 ± 0,008 0,28 ± 0,02*

ЦИК 7,0 %, мг/мл 0,34 ± 0,02 0,55 ± 0,04* 0,31 ± 0,02 0,50 ± 0,02*

С7/С3, у. е. 1,65 ± 0,15+ 1,75 ± 0,15+ 1,36 ± 0,08 1,83 ± 0,14*

ФАН, % 83,6 ± 1,17 88,2 ± 1,17*+ 82,0 ± 0,89 86,0 ± 1,41*

ФИ, у. е. 5,9 ± 0,26 7,7 ± 0,21*+ 6,0 ± 0,17 7,5 ± 0,15*

ФЧ, у. е. 4,9 ± 0,18+ 6,8 ± 0,15*+ 4,9 ± 0,12 6,4 ± 0,11*

Сп-НСТ, % 21,2 ± 0,86 34,8 ± 1,53*+ 20,6 ± 0,98 33,2 ± 0,92*

Ст-НСТ, % 43,0 ± 2,88 68,4 ± 0,66*+ 41,2 ± 2,42 64,0 ± 0,94*+

ПР, у. е. 2,04 ± 0,16 1,96 ± 0,09 2,03 ± 0,20 1,96 ± 0,02

	 *	Р < 0,05
		 Р < 0,001 относительно непривитых поросят
	 +	Р < 0,05
		 Р < 0,001 относительно предыдущего периода

У животных опытной группы повысились ФАН 
на 8,6 %, поглотительная функция нейтрофилов: 
ФИ на 21,1 %, ФЧ на 31,7 %, что связано с акти‑
вацией их комплемента и опсонизацией бактерии 
антителами, и метаболическая активность фагоци‑
тов: спНСТ на 17,6 и стНСТ на 17,1 %, превысив 
таковые у интактных поросят на 5,5 %; 30,4; 37,8; 
64,2 и 59,1 % соответственно, что свидетельствует 
о более выраженной у них неспецифической кле‑
точной защите. Однако у них был меньше функцио‑

нальный резерв клеток на 3,9 %. У животных опыт‑
ной группы в возрасте 98 дней спустя 13 суток по‑
сле повторного введения бактериального антигена 
противорожистой вакцины повысилась ЛАСК на 
6,2 %, КАСК на 3,0 % и содержание общих имму‑
ноглобулинов на 7,3 %, при этом их значения пре‑
вышали таковые у интактных поросят на 21,8 %; 9,6 
и 10,8 % соответственно, у которых ЛАСК снизи‑
лась на 11,5 %, но повысились КАСК и содержание 
общих иммуноглобулинов на 7,9 и 5,9 % (табл. 2).
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У животных опытной группы снизилась кон‑
центрация гигантских и  мелкодисперсных ЦИК 
на 12,5 и 9,1 %, но увеличился коэффициент па‑
тогенности на 4,6 %, при этом их значения пре‑
вышали таковые у интактных поросят на 21,7 %; 
61,3 и 34,6 % соответственно, у которых уровень 
гигантских ЦИК увеличился на 9,5 %, а мелкодис‑
персных ЦИК и коэффициент патогенности снизи‑
лись на 8,8 и 17,6 %. 

Полученные результаты свидетельствуют о бо‑
лее высокой антигенной нагрузке у животных опыт‑
ной группы. Количество активных фагоцитиру‑
ющих нейтрофилов, их поглотительная функция 
и  метаболическая активность, а  также функцио‑

нальный показатель резерва клеток у подопытных 
поросят не претерпели существенных изменений 
по сравнению с предыдущими показателями. 

При этом значения ФАН, ФИ, ФЧ, спНСТ 
и стНСТ у вакцинированных животных превышали 
таковые у интактных поросят на 4,9 %; 24,4; 30,4; 
61,2 и 55,3 %, что свидетельствует о более выра‑
женной у них клеточной защите. 

Но повышенная антигенная нагрузка может 
привести к снижению активности клеточного зве‑
на неспецифической защиты у поросят опытной 
группы, о чем свидетельствует меньшая (на 3,4 %) 
величина функционального резерва фагоцитирую‑
щих клеток.

		  Таблица 3 
Показатели неспецифической резистентности поросят

Показатели

Возраст (дни), группы

105 117

непривитые

опытная
5 дней после 

вакцинации против 
КЧС

непривитые

опытная
17 дней после 

вакцинации против 
КЧС

ЛАСК, мкг/мл 2,7 ± 0,26 2,9 ± 0,29 3,0 ± 0,13 2,9 ± 0,13

КАСК, % гем. 7,5 ± 0,84 9,0 ± 0,99 8,3 ± 0,40 8,2 ± 0,45

Общие ИГ, мг/мл 35,9 ± 1,58 40,6 ± 0,93* 44,5 ± 2,07+ 37,5 ± 3,07

ЦИК 3,0 %, мг/мл 0,25 ± 0,01 0,37 ± 0,02*+ 0,27 ± 0,02 0,29 ± 0,02+

ЦИК 7,0 %, мг/мл 0,32 ± 0,02 0,59 ± 0,02*+ 0,40 ± 0,03+ 0,42 ± 0,05+

С7/С3, у. е. 1,32 ± 0,07 1,60 ± 0,07* 1,51 ± 0,10 1,43 ± 0,11

ФАН, % 82,8 ± 1,02 88,8 ± 1,02* 81,6 ± 1,72 88,4 ± 1,33*

ФИ, у. е. 5,7 ± 0,06 7,5 ± 0,09* 5,3 ± 0,39 6,7 ± 0,19*+

ФЧ, у. е. 4,7 ± 0,06 6,7 ± 0,10* 4,4 ± 0,26 6,1 ± 0,17*+

Сп-НСТ, % 19,2 ± 0,68 35,6 ± 1,47* 21,2 ± 1,02 38,8 ± 2,67*

Ст-НСТ, % 43,2 ± 2,06 68,0 ± 0,93*+ 42,0 ± 1,67 62,0 ± 1,42*+

ПР, у. е. 2,26 ± 0,07 1,92 ± 0,05* 2,01 ± 0,05+ 1,62 ± 0,11*+

	 *	Р < 0,05
		 Р < 0,001 относительно непривитых поросят
	 +	Р < 0,05
		 Р < 0,001 относительно предыдущего периода

У поросят опытной группы в возрасте 105 дней 
спустя пять суток после введения вакцины против 
КЧС (табл. 3) ЛАСК, КАСК и содержание общих 

иммуноглобулинов не претерпели существенных 
изменений по сравнению с предыдущими значе‑
ниями, но превышали таковые у интактных живот‑
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ных на 7,5 %; 19,8 и 13,2 % соответственно, у ко‑
торых ЛАСК увеличилась на 12,6 %, а КАСК сни‑
зилась на 6,9 %.

При общей тенденции увеличения у поросят 
обеих групп содержания гигантских на 8,7 и 32,1 % 
и мелких ЦИК на 3,2 и 18,0 % и снижения коэффи‑
циента патогенности на 2,9 и 12,6 % их значения 
у животных опытной группы превышали на 48,0 %; 
84,4 и 21,2 %. У них же количество активных фа‑
гоцитирующих нейтрофилов и их поглотительная 
функция ФИ и ФЧ не претерпели существенных из‑
менений, а метаболическая активность повысилась 
спНСТ на 7,2 и стНСТ на 6,3 %, при этом их зна‑
чения превышали таковые у интактных поросят на 
7,2 %; 32,3; 41,7; 85,4 и 57,4 % соответственно, у ко‑
торых снизилась поглотительная функция клеток 
ФИ на 5,5 %, ФЧ на 4,5 %, а из метаболической ак‑
тивности — спНСТ на 6,8 % при увеличении стНСТ 
на 4,9 %. У животных опытной группы незначитель‑
но снизился функциональный резерв фагоцитирую‑
щих клеток и был меньше на 15,0 %, чем у интакт‑
ных поросят, у которых он увеличился на 11,3 %.

У животных опытной группы в  возрасте 117 
дней спустя 17 суток после введения вакцины про‑
тив КЧС (табл. 3) ЛАСК по сравнению с предыду‑
щим показателем не изменилась, а КАСК и содер‑
жание общих иммуноглобулинов снизились на 7,9 
и 7,7 % соответственно, при этом значения ЛАСК 
и  КАСК не отличались от таковых у интактных 
поросят, а уровень общих иммуноглобулинов был 
меньше на 15,8 %. У  последних показатели гу‑
моральной защиты увеличились на 11,2 %; 10,8 
и 24,0 % соответственно.

Концентрация гигантских и мелких ЦИК и ко‑
эффициент патогенности у  животных опытной 
группы снизились на 21,6 %; 28,8 и 10,6 % соот‑
ветственно, а  у  интактных поросят повысились 
на 8,0 %; 25,0 и 14,4 %, при этом у вакцинирован‑
ных — значения ЦИК были выше на 7,4 и 5,0 %, 
а коэффициент патогенности меньше на 5,3 %.

Количество активных фагоцитирующих клеток 
у животных обеих групп не изменилось, а погло‑
тительная функция снизилась ФИ на 6,9 и 11,3 % 
и ФЧ на 6,6 и 8,8 %, при этом их значения у по‑
росят опытной группы были выше на 8,3 %, 26,0 
и  38,3 % соответственно. При общей тенденции 
у животных обеих групп увеличения спНСТ на 10,4 
и 9,0 %, снижения стНСТ на 2,8 и 8,8 % и функцио‑
нального резерва фагоцитирующих клеток на 11,1 
и 15,6 % значения спНСТ и стНСТ у поросят опыт‑
ной группы были выше на 83,0 и 74,6 %, а показа‑
тель резерва меньше на 19,4 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенными исследованиями у поросят, вак‑

цинированных против классической чумы и рожи 
свиней по сравнению с  интактными животными 
установлено:

1. Повышение лизоцимной и комплементарной 
активности сыворотки крови и содержания общих 
иммуноглобулинов через 5—6 дней после перво‑
го и второго введения вакцины против КЧС и вак‑
цинации против рожи, свидетельствующее о высо‑
кой напряженности гуморального звена неспеци‑
фической защиты.

2. Снижение лизоцимной и комплементарной 
активности сыворотки крови через 14 дней после 
первого введения вакцины против КЧС и содержа‑
ния общих иммуноглобулинов спустя 17 дней по‑
сле ее повторной инъекции, связанное с необходи‑
мостью уменьшения антигенной нагрузки.

3. Увеличение концентрации гигантских и мел‑
ких циркулирующих иммунных комплексов и ко‑
эффициента их патогенности после первого введе‑
ния вакцины против КЧС и иммунизации против 
рожи, что связано с большим поступлением анти‑
генов и недостаточной элиминацией ЦИК.

4. Снижение коэффициента патогенности цир‑
кулирующих иммунных комплексов через 17 дней 
после повторного ведения вакцины против КЧС, 
обусловленное накоплением «антител».

5. Увеличение фагоцитарного индекса, фагоци‑
тарного числа, спонтанного и стимулированного 
НСТ-теста, свидетельствующее о повышении по‑
глотительной функции и  метаболической актив‑
ности нейтрофилов, с тенденцией к уменьшению 
индекса их стимуляции, характеризующей сниже‑
ние резервов адаптации фагоцитирующих клеток.
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Abstract. In the conditions of an industrial pig breeding complex, the state of natural resistance in piglets during 
routine vaccination against classical swine fever and erysipelas was studied. In comparison with the intact ani‑
mals, an increase in serum lysozyme and complementary activity and the content of total immunoglobulins was 
found 5—6 days after the first and second administration of the CSF vaccine and vaccination against erysipelas, 
indicating a high tension of the humoral link of nonspecific protection and a decrease in 14 days after the first in‑
jection of the vaccine against CSF and the content of total immunoglobulins 17 days after its repeated injection, 
due to the need to reduce the antigenic load. In the animals, an increase in the concentration of giant and small 
circulating immune complexes and the coefficient of their pathogenicity was noted, which is associated with a 
large supply of vaccine viral and bacterial antigens and insufficient elimination of CIC, as well as the phagocyt‑
ic index, phagocytic number, spontaneous and stimulated NBT test, indicating an increase in absorption function 
and metabolic activity of neutrophils, with a tendency towards a decrease in the index of their stimulation, which 
characterizes a decrease in the adaptation reserve of phagocytic cells.
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High productivity and livability of animals on in‑
dustrial pig breeding farms largely depend on the state 
of natural resistance, the mechanisms of which are 
aimed at ensuring the constancy of the internal envi‑
ronment of the body when exposed to various patho‑
genic factors, including pathogens of infectious dis‑
eases [1—3].

The state of natural stability of the body of piglets 
is negatively affected by various stress factors (early 
weaning from sows, transferring them to rearing and 
fattening), technological errors in feeding and keep‑
ing, environmental problems, etc. [3—6]. A decrease 
in it in piglets was also noted under stress caused by 
vaccination against swine erysipelas [7], salmonello‑
sis [8] and classical swine fever [9].

At the same time, the research by I. N. Tyurenkova 
et al. (2014) on white rats showed that vaccination in‑
creases resistance to stress factors by reducing the lev‑
el of lymphocytosis, changing the cytokine profile to‑
wards reducing the pro-inflammatory orientation of 
immune reactions [10].

The relevance of this research is due to the need to 
study the state of nonspecific (natural) immunity in pig‑
lets when they are exposed to technologically manda‑
tory rearing techniques provided for by industrial tech‑
nology, separately and in combination with routine vac‑
cination against classical swine fever and erysipelas.

The objective of the research is to study humor‑
al and cellular natural resistance in piglets when vac‑
cinated against classical swine fever and erysipelas.

MATERIAL AND METHODS
The studies were carried out on an industrial pig 

breeding farm on 2 groups of 25 piglets.
The animals of the first group (control) were intact 

(without exposure to vaccine viral and bacterial anti‑
gens), the second (experimental) — at the age of 49 
and 100 days were vaccinated with a live culture dry 
vaccine against classical swine fever (CSF) (FSBSI 
“ARRIAH”) and at the age of 60 and 85 days — with a 
vaccine against swine erysipelas from the VR‑2 strain, 
dry, live (FFE “Shchelkovo Biocombine”).
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The piglets were weaned from sows and trans‑
ferred to rearing at the age of 28 days, and to fatten‑
ing — at the age of 70 days. Feeding and keeping of 
animals complied with the standards provided for by 
industrial technology.

The experiment was carried out in accordance with 
the requirements of current international and Russian 
legislative acts (Directive 2010/63/EU dtd. September 
22, 2010, the European Convention (ETS123), 
Strasbourg, 1986), as well as the requirements of the 
bioethics commission of FSBSI “ARVRIPP&T” (pro‑
tocol No. 1—02/23 dtd. February, 10, 2023).

The blood sampling from clinically healthy piglets 
(n = 5) of both groups for immunological studies was 
carried out at the age of 33, 55, 63, 90, 98, 105 and 117 
days. In the blood, the phagocytic activity of neutrophils 
(PAN), the phagocytic index (PhI) and the phagocytic 
number (PhN) were determined in accordance with the 
Methodical Recommendations for the Assessment and 
Correction of the Immune Status of Animals [11] and 
the metabolic activity of phagocytes — according to 
the reduction reaction of nitroblue tetrazolium in vitro 
(NBT test) upon interaction with intact (spNBT) and 
stimulated (stNBT) with pyrogenal peripheral blood 
neutrophils. The indicators of neutrophil activation re‑
serve (RI) was calculated using the formula: RI = st‑
NBT/spNBT [12]. Serum lysozyme (SLA) and com‑
plementary (SCA) activity was determined in accor‑
dance with the Methodical Recommendations for the 
Assessment and Correction of Nonspecific Resistance 
of Animals [13], the amount of total immunoglobulins 
(Ig) — in accordance with the Methods of Veterinary 

Clinical Laboratory Diagnostics [14], the content of 
circulating immune complexes (CIC) — according to 
the Methodical Recommendations for the Assessment 
and Correction of the Immune Status of Animals [11], 
the pathogenicity coefficient of CIC was calculated by 
the ratio PC = C7/C3 [15].

Statistical processing of the obtained data was car‑
ried out using the Microsoft Excel and Statistica v10 
application package, and reliability was assessed us‑
ing the Student’s test.

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
In the piglets of the experimental group at the 

age of 55 days, 6 days after the administration of the 
vaccine against CSF (Table 1), an increase was not‑
ed in serum lysozyme (by 9.1 %) and complementary 
(by 84.8 %) activity, compared to the previous values 
(33 days), indicating an increase in nonspecific humor‑
al protection. Moreover, their values exceeded those 
in the intact animals by 4.2 and 73.8 %, respectively, 
in which only SLA increased by 31.8 %.

The content of total immunoglobulins in the pig‑
lets of both groups did not undergo significant chang‑
es, while their level in the vaccinated animals was 
higher by 3.0 %.

The concentration of giant (3.0 %) and small 
(7.0 %) circulating immune complexes in the piglets of 
the experimental group increased by 17.1 and 12.2 %, 
respectively, and the pathogenicity coefficient (C7/C3) 
decreased by 2.6 %. Moreover, their values exceeded 
those in the intact animals by 46.4 %, 58.6 and 7.5 %, 
which indicated a higher antigenic load.

		  Table 1 
Indicators of nonspecific resistance of piglets

Indicators

Age (days), groups

55 63

control
experimental

6 days after vaccina‑
tion against CSF

control
experimental

14 days after vacci‑
nation against CSF

1 2 3 4 5

SLA, µg/ml 2.7 ± 0.80 2.8 ± 0.14 3.0 ± 0.14 2.9 ± 0.16

SCA, % hem. 7.5 ± 0.36 13.1 ± 1.20* 7.8 ± 0.24 7.2 ± 0.47+

Total Ig, mg/ml 19.9 ± 0.72 20.4 ± 1.77 23.2 ± 0.85+ 24.4 ± 0.93+

CIC3.0 %, mg/ml 0.28 ± 0.02 0.41 ± 0.02* 0.29 ± 0.02 0.43 ± 0.016*

CIC7.0 %, mg/ml 0.29 ± 0.011 0.46 ± 0.02* 0.28 ± 0.029 0.49 ± 0.09*
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Table 1 (the end)

1 2 3 4 5

С7/С3, c. u. 1.06 ± 0.09 1.14 ± 0.07 0.99 ± 0.06 1.14 ± 0.05*

PAN, % 82.4 ± 0.75 81.6 ± 1.17 82.0 ± 0.89 81.2 ± 1.55

PhI, c. u. 5.7 ± 0.10 6.1 ± 0.14* 5.8 ± 0.12 6.3 ± 0.16*

PhN, c. u. 4.7 ± 0.12 5.1 ± 0.11* 4.4 ± 0.11 5.2 ± 0.15*

spNBT, % 18.8 ± 1.02 24.4 ± 0.75* 20.4 ± 0.75 29.6 ± 1.70*+

stNBT, % 38.8 ± 0.49 46.2 ± 0.89* 41.6 ± 0.98+ 58.4 ± 1.17*+

RI, c. u. 2.09 ± 0.10 1.87 ± 0.08 2.02 ± 0.04 1.98 ± 0.06

	 *	P < 0.05
		 P < 0.001 relative to the unvaccinated piglets
	 +	P < 0.05
		 P < 0.001 relative to the previous period

In the absence of changes in the number of circulat‑
ing active phagocytes in the piglets of the experimental 
group, their absorption function increased: phagocytic 
index — by 9.5 %, phagocytic number — by 16.6 % 
and metabolic activity of spNBT — by 8.9 % and st‑
NBT — by 11.6 %, exceeding those in the intact ani‑
mals by 7.2, 8.9, 29.8 and 19.1 %, for which the val‑
ues of the last three indicators increased to a lesser 
extent by 8.5 %, 6.8 and 3.2 %. An increase in the ab‑
sorption and metabolic activity of segmented neutro‑
phils in the piglets of the experimental group is com‑
bined with activation of the complement system in‑
volved in the process of phagocytosis. The indicator 
of the reserve of functional activity of neutrophils (RI) 
did not change in them, but was less than in the intact 
animals by 10.5 % due to an increase in PhI, PhN, 
spNBT and stNBT.

In the piglets of the experimental group, 14 days 
after the administration of the vaccine against CSF and 
3 days after vaccination against swine erysipelas and 
in the intact animals at the age of 63 days (Table 1), an 
increase was noted in SLA values by 3.3 and 14.0 %, 
respectively, compared to the previous indicators, due 
to the need to reduce the antigenic load and the con‑
tent of total immunoglobulins by 19.4 and 16.9 %, in‑
dicating the intense functioning of the humoral immu‑
nity. In the vaccinated piglets, there was a decrease in 
SCA by 44.5 %, due to the expenditure on the CIC for‑
mation and an increase in phagocytosis, with a slight 
increase in its value in the intact animals. Comparing 
the indicated humoral indicators in the experimental 
piglets, it should be noted that in the animals of the 

experimental group, SLA and SCA were lower by 5.6 
and 6.6 %, respectively, and the content of total im‑
munoglobulins was higher by 5.2 %. They also had a 
higher concentration of giant and small CIC and their 
pathogenicity — by 48.3, 75.0 and 15.2 %, which was 
associated with a high antigenic load.

In the piglets of the experimental group, PhI was 
higher than in the intact animals by 9.3 %, PhN — by 
16.5 %, spNBT — by 45.1 % and stNBT — by 40.4 %, 
which indicated a more pronounced nonspecific cellu‑
lar protection in them.

Repeated administration of the vaccine against ery‑
sipelas (85 days) and classical swine fever (100 days) 
affected the nonspecific resistance of animals.

In the piglets of the experimental group, 5 days af‑
ter vaccination against erysipelas and in the intact an‑
imals at the age of 90 days, SLA indicators decreased 
by 4.2 and 10.9 %, compared to the previous ones due 
to the consumption of the enzyme for the inactivation 
of circulating bacterial pathogens, and in the latter, 
the SCA — by 4.1 %, but the content of total immu‑
noglobulins increased by 54.9 and 49.4 %, while the 
value of SCA and total immunoglobulins in the immu‑
nized piglets exceeded by 14.8 and 9.4 %, which indi‑
cated a more pronounced humoral protection (Table 2).

With a general tendency in the animals of both 
groups to decrease giant CIC by 27.6 and 25.6 %, and 
increase small CIC by 21.4 and 12.2 %, and the patho‑
genicity coefficient — by 66.7 and 53.5 %, their values 
in the vaccinated piglets were greater by 52.4 %, 61.8 
and 6.1 %, indicating a higher antigenic load.
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		  Table 2 
Indicators of nonspecific resistance of piglets

Indicators

Age (days), groups

90 98

control

experimental
5 days after vaccina‑
tion against erysipe‑

las

control

experimental
13 days after vacci‑

nation against 
erysipelas

SLA, µg/ml 2.7 ± 0.17 2.7 ± 0.11 2.4 ± 0.29 2.9 ± 0.05

SCA, % hem. 7.4 ± 0.22 8.5 ± 0.68 8.0 ± 0.35 8.8 ± 0.47

Total Ig, mg/ml 34.7 ± 1.01+ 37.8 ± 1.03*+ 36.6 ± 0.54 40.6 ± 1.42*

CIC3.0 %, mg/ml 0.21 ± 0.02+ 0.32 ± 0.03*+ 0.23 ± 0.008 0.28 ± 0.02*

CIC7.0 %, mg/ml 0.34 ± 0.02 0.55 ± 0.04* 0.31 ± 0.02 0.50 ± 0.02*

С7/С3, c. u. 1.65 ± 0.15+ 1.75 ± 0.15+ 1.36 ± 0.08 1.83 ± 0.14*

PAN, % 83.6 ± 1.17 88.2 ± 1.17*+ 82.0 ± 0.89 86.0 ± 1.41*

PhI, c. u. 5.9 ± 0.26 7.7 ± 0.21*+ 6.0 ± 0.17 7.5 ± 0.15*

PhN, c. u. 4.9 ± 0.18+ 6.8 ± 0.15*+ 4.9 ± 0.12 6.4 ± 0.11*

spNBT, % 21.2 ± 0.86 34.8 ± 1.53*+ 20.6 ± 0.98 33.2 ± 0.92*

stNBT, % 43.0 ± 2.88 68.4 ± 0.66*+ 41.2 ± 2.42 64.0 ± 0.94*+

RI, c. u. 2.04 ± 0.16 1.96 ± 0.09 2.03 ± 0.20 1.96 ± 0.02

	 *	P < 0.05
		 P < 0.001 relative to the unvaccinated piglets
	 +	P < 0.05
		 P < 0.001 relative to the previous period

In the animals of the experimental group, PAN in‑
creased by 8.6 %, the absorption function of neutro‑
phils: PhI — by 21.1 %, PhN — by 31.7 %, which was 
associated with the activation of their complement and 
opsonization of the bacterium with antibodies, and the 
metabolic activity of phagocytes: spNBT — by 17.6 
and stNBT — by 17.1 %, exceeding those of the intact 
piglets by 5.5 %, 30.4, 37.8, 64.2 and 59.1 %, respec‑
tively, which indicated a more pronounced nonspecif‑
ic cellular protection in them. However, they had less 
functional cell reserve by 3.9 %.

In the animals of the experimental group at the 
age of 98 days, 13 days after repeated administration 
of the bacterial antigen of the erysipelas vaccine, SLA 
increased by 6.2 %, SCA — by 3.0 % and the content 
of total immunoglobulins — by 7.3 %, while their val‑
ues exceeded those of the intact animals by 21.8 %, 9.6 

and 10.8 %, respectively, in which SLA decreased by 
11.5 %, but SCA and the content of total immunoglob‑
ulins increased by 7.9 and 5.9 % (Table 2).

In the animals of the experimental group, the con‑
centration of giant and finely dispersed CIC decreased 
by 12.5 and 9.1 %, but the pathogenicity coefficient in‑
creased by 4.6 %, while their values exceeded those 
of the intact piglets by 21.7 %, 61.3 and 34.6 %, re‑
spectively, in which the level of giant CIC increased 
by 9.5 %, and small CIC and the pathogenicity coef‑
ficient decreased by 8.8 and 17.6 %. The results ob‑
tained indicate a higher antigenic load in the animals 
of the experimental group.

The number of active phagocytic neutrophils, their 
absorption function and metabolic activity, as well as 
the functional indicator of cell reserve in the exper‑
imental piglets did not undergo significant changes, 
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compared to the previous indicators. At the same time, 
the values of PAN, PhI, PhN, spNBT and stNBT in the 
vaccinated animals exceeded those in the intact pig‑
lets by 4.9 %, 24.4, 30.4, 61.2 and 55.3 %, which indi‑
cated a more pronounced cellular protection in them. 
But an increased antigenic load can lead to a decrease 
in the activity of the cellular link of nonspecific de‑
fense in the piglets of the experimental group, as evi‑
denced by a smaller (by 3.4 %) value of the function‑
al reserve of phagocytic cells.

In the piglets of the experimental group at the age 
of 105 days, five days after the administration of the 
vaccine against CSF (Table 3), SLA, SCA and the con‑
tent of total immunoglobulins did not undergo signif‑
icant changes, compared to the previous values, but 
exceeded those in the intact animals by 7.5 %, 19.8 
and 13.2 %, respectively, in which SLA increased by 
12.6 %, and SCA decreased by 6.9 %. With a gener‑

al trend of an increase in the piglets of both groups in 
the content of giant CIC by 8.7 and 32.1 % and small 
CIC — by 3.2 and 18.0 %, and a decrease in the patho‑
genicity coefficient by 2.9 and 12.6 %, their values in 
the animals of the experimental group were exceeded 
by 48.0 %, 84.4 and 21.2 %. In them, the number of ac‑
tive phagocytic neutrophils and their absorption func‑
tion, PhI and PhN did not undergo significant chang‑
es, and metabolic activity increased spNBT by 7.2 
and stNBT — by 6.3 %, while their values exceeded 
those in the intact piglets by 7.2 %, 32.3, 41.7, 85.4 and 
57.4 %, respectively, in which the absorptive function 
of PhI cells decreased by 5.5 %, PhN — by 4.5 %, and 
from metabolic activity: spNBT — by 6.8 %, with an 
increase in stNBT by 4.9 %. In the animals of the ex‑
perimental group, the functional reserve of phagocyt‑
ic cells decreased slightly and was by 15.0 % less than 
in the intact piglets, in which it increased by 11.3 %.

		  Table 3 
Indicators of nonspecific resistance of piglets

Age (days), groups

Indicators

105 117

unvaccinated
experimental

5 days after vaccina‑
tion against CSF

unvaccinated
experimental

17 days after vacci‑
nation against CSF

SLA, µg/ml 2.7 ± 0.26 2.9 ± 0.29 3.0 ± 0.13 2.9 ± 0.13

SCA, % hem. 7.5 ± 0.84 9.0 ± 0.99 8.3 ± 0.40 8.2 ± 0.45

Total Ig, mg/ml 35.9 ± 1.58 40.6 ± 0.93* 44.5 ± 2.07+ 37.5 ± 3.07

CIC3.0 %, mg/ml 0.25 ± 0.01 0.37 ± 0.02*+ 0.27 ± 0.02 0.29 ± 0.02+

CIC7.0 %, mg/ml 0.32 ± 0.02 0.59 ± 0.02*+ 0.40 ± 0.03+ 0.42 ± 0.05+

С7/С3, c. u. 1.32 ± 0.07 1.60 ± 0.07* 1.51 ± 0.10 1.43 ± 0.11

PAN, % 82.8 ± 1.02 88.8 ± 1.02* 81.6 ± 1.72 88.4 ± 1,33*

PhI, c. u. 5.7 ± 0.06 7.5 ± 0.09* 5.3 ± 0.39 6.7 ± 0.19*+

PhN, c. u. 4.7 ± 0.06 6.7 ± 0.10* 4.4 ± 0.26 6.1 ± 0.17*+

spNBT, % 19.2 ± 0.68 35.6 ± 1.47* 21.2 ± 1.02 38.8 ± 2.67*

stNBT, % 43.2 ± 2.06 68.0 ± 0.93*+ 42.0 ± 1.67 62.0 ± 1.42*+

RI, c. u. 2.26 ± 0.07 1.92 ± 0.05* 2.01 ± 0.05+ 1.62 ± 0.11*+

	 *	P < 0.05
		 P < 0.001 relative to the unvaccinated piglets
	 +	P < 0.05
		 P < 0.001 relative to the previous period
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In the animals of the experimental group at the age 
of 117 days, 17 days after the administration of the 
vaccine against CSF (Table 3), SLA did not change, 
compared to the previous indicator, and SCA and 
the content of total immunoglobulins decreased by 
7.9 and 7.7 %, respectively, while the values of SLA 
and SCA did not differ from those in the intact pig‑
lets, and the level of total immunoglobulins was by 
15.8 % lower. In the latter, the indicators of humor‑
al protection increased by 11.2 %, 10.8 and 24.0 %,  
respectively.

The concentration of giant and small CIC and the 
pathogenicity coefficient in the animals of the experi‑
mental group decreased by 21.6 %, 28.8 and 10.6 %, 
respectively, and in the intact piglets increased by 
8.0 %, 25.0 and 14.4 %, while among vaccinated an‑
imals the CIC values were higher by 7.4 and 5.0 %, 
and the pathogenicity coefficient was lower by 5.3 %.

The number of active phagocytic cells in the an‑
imals of both groups did not change, and the absorp‑
tion function decreased: PhI — by 6.9 and 11.3 %, and 
PhN — by 6.6 and 8.8 %, while their values in the pig‑
lets of the experimental group were higher by 8.3 %, 
26.0 and 38.3 %, respectively.

With a general tendency in the animals of both 
groups to increase of spNBT by 10.4 and 9.0 %, de‑
crease of stNBT by 2.8 and 8.8 %, and the function‑
al reserve of phagocytic cells — by 11.1 and 15.6 %, 
the values of spNBT and stNBT in the piglets of the 
experimental group were higher by 83.0 and 74.6 %, 
and the reserve indicator was lower by 19.4 %.

CONCLUSION
The studies conducted on the piglets vaccinated 

against classical swine fever and erysipelas, in com‑
parison with the intact animals, have established the 
following.

1. An increase in serum lysozyme and complemen‑
tary activity and the content of total immunoglobulins 
5—6 days after the first and second administration of 
the vaccine against CSF and vaccination against ery‑
sipelas, indicating a high tension of the humoral link 
of nonspecific protection.

2. A decrease in serum lysozyme and complemen‑
tary activity 14 days after the first injection of the CSF 
vaccine and the content of total immunoglobulins 17 
days after its repeated injection, associated with the 
need to reduce the antigenic load.

3. An increase in the concentration of giant and 
small circulating immune complexes and their patho‑
genicity coefficient after the first administration of 
the CSF vaccine and immunization against erysipe‑

las, which is associated with a large supply of anti‑
gens and insufficient elimination of CIC.

4. A decrease in the pathogenicity coefficient of 
circulating immune complexes 17 days after repeated 
administration of the CSF vaccine, due to the accumu‑
lation of “antibodies.”

5. An increase in the phagocytic index, phagocyt‑
ic number, spontaneous and stimulated NBT test, indi‑
cating an increase in the absorption function and meta‑
bolic activity of neutrophils, with a tendency towards 
a decrease in the index of their stimulation, character‑
izing a decrease in the adaptation reserves of phago‑
cytic cells.
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Аннотация. Проблема злокачественных новообразований, к сожалению, с каждым годом становится все 
актуальнее. Применение в медицинской практике для терапии злокачественных опухолей препаратов док‑
сорубицина насчитывает несколько десятилетий, в ветеринарной медицине подобная терапия и в настоя‑
щее время применяется не часто. При этом доказана эффективность препарата в терапии многих злокаче‑
ственных опухолей, в том числе, положительный эффект в отношении остеосарком. Целью исследования 
явилось изучение влияния доксорубицина гидрохлорида в постоперационном периоде на общее состоя‑
ние и некоторые морфологические и биохимические показатели крови кошек с диагнозом остеосаркома 
с возможной оценкой прогностических факторов развития болезни.
Диагноз на остеосаркому ставился комплексно, учитывались анамнестические данные, рентгенография 
и патогистологическое исследование. В исследовании проанализированы результаты пяти кошек в возра‑
сте 7—9 лет с подтвержденным диагнозом остеосаркома (дистальный и проксимальный отделы плечевой 
кости) на фоне ампутации конечности и применения доксорубицина гидрохлорида. В контрольную груп‑
пу (n = 5) были включены кошки такого же возраста, без явной патологии. Препарат вводили на 0,9 % рас‑
творе хлорида натрия внутривенно медленно четырехкратно с интервалом 7 дней, дозу доксорубицина 
гидрохлорида определяли из расчета 10 мг/м2 площади тела животного. Первоначально препарат вводи‑
ли на седьмой день после оперативного вмешательства. Кровь брали до лечения, через один месяц и че‑
рез шесть месяцев после начала лечения.
Оценивали изменение количества форменных элементов крови (эритроцитов, лейкоцитов), гемоглобина 
и некоторых биохимических показателей щелочной фосфатазы (ЩФ), аспартатаминотрансферазы (АСТ), 
аланинаминотрансферазы (АЛТ). При саркомах у животных отмечается изменение морфологического ста‑
туса крови, хотя подобные изменения могут быть крайне незначительными. Изменения количественного 
состава форменных элементов крови неспецифичны, возможен лейкоцитоз, как признак воспалительно‑
го процесса, так и лейкопения на фоне проводимого лечения химиотерапевтическими препаратами.
Установлено, что применение доксорубицина гидрохлорида на фоне ампутации конечности снижает ча‑
стоту отдаленных метастазов, продлевает сроки выживаемости, не сказывается критическим образом на 
морфологическом и биохимическом статусе крови.
Ключевые слова: новообразования, химиотерапия, кошки, остеосаркома, доксорубицина гидрохлорид
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В последние годы сохраняется тенденция роста 
заболеваемости злокачественными новообразова‑
ниями в мире и России [1—4].

Опухоли скелета, особенно злокачественные, 
занимают важное место в современной клиниче‑
ской онкологии. Для саркомы костей характерно 
агрессивное течение и раннее гематогенное мета‑
стазирование, при этом подобные опухоли плохо 

поддаются лечению и требуют тяжелых (калеча‑
щих) операций. У собак, уже при первичном ком‑
плексном клиническом исследовании метастазы на‑
ходили в 10 % случаев, а при аутопсии в 30 % [5].

Авторы не располагают статистической инфор‑
мацией о распространенности и структуре данного 
вида опухоли в патологии онкологических заболе‑
ваний кошек в условиях региона, однако доступная 
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информация (архив историй болезни) клиники, на 
базе которой проводились исследования, показы‑
вает схожие данные с  доступными российскими 
и зарубежными исследованиями, которых крайне 
мало. В частности, большинство верифицирован‑
ных остеосарком располагались в аппендикуляр‑
ном скелете и являются сравнительно редким ви‑
дом злокачественной опухоли для кошек [6].

На долю остеосарком приходится порядка 70—
80 % всех первичных новообразований костной 
ткани, в тоже время в структуре злокачественных 
опухолей она занимает всего около 1 % случаев. 
Остеосаркомы могут локализоваться как в  акси‑
альной, так и в аппендикулярной частях скелета. 
Считается, что остеосаркомы с аксилярным распо‑
ложением дают менее благоприятный прогноз, чем 
локализующиеся в костях аппендикулярного ске‑
лета. У кошек остеосаркомы аппендикулярной ча‑
сти скелета менее агрессивны, чем у собак, поэто‑
му радикальные операции (ампутация) могут да‑
вать положительный результат [6, 7].

В современных высокотехнологичных услови‑
ях все чаще прибегают к органосохраняющим опе‑
рациям, однако, даже радикальные методы (ампу‑
тация конечности) не исключают отдаленного ме‑
тастазирования опухоли, по некоторым данным, 
частота подобных метастазов может составлять 
до 40 % случаев, что указывает на необходимость 
детального контроля за состоянием проопериро‑
ванных животных и применения дополнительных 
методов лечения и коррекции. Особенно это от‑
носится к «массивным», низкодифференцирован‑
ным опухолям. Чаще всего метастазы обнаружи‑
вают в легких, реже опухоль метастазирует в ко‑
сти, головной мозг и др. [7, 8].

Вышесказанное трактует определенные так‑
тики в лечении больных животных, а именно про‑
ведение комбинированного лечения. В частности, 
возможно комбинировать блок неоадъювантной те‑
рапии, хирургическое лечение и блок адъювантной 
терапии. Только хирургическое лечение не всегда 
эффективно, так в медицинской практике у 80—
90 % пациентов в течении 1,5 лет после операции 
регистрируются метастазы.

Подобные данные приведены в отношении со‑
бак — среднее время выживаемости при лечении 
только путем ампутации или удаления опухоли не 
превышает 5 месяцев, при этом у большинства жи‑
вотных развиваются метастазы [8—10].

В настоящее время в  ветеринарной медици‑
не все чаще применяется комбинированное лече‑
ние онкологических заболеваний: хирургическое 

и лучевое, химиотерапевтическое или гормональ‑
ное. Химиотерапию рассматривают как высоко‑
технологичный метод лечения злокачественных 
новообразований, основанный на введении в ор‑
ганизм антинеопластичеких химиотерапевтиче‑
ских препаратов.

Одним из препаратов с  широким спектром 
противоопухолевой активности является доксо‑
рубицин гидрохлорид. По экономическим сооб‑
ражениям, ввиду относительно небольшой цены 
в  сравнении с  другими препаратами, препара‑
ты доксорубицина довольно широко применяют‑
ся в моно- и комплексной терапии многих видов 
опухолей [11].

Сравнительно низкая частота опухолей костей 
у животных в структуре онкологических заболева‑
ний в тоже время делает эту патологию «удобной» 
моделью в проведении аналитических исследова‑
ний и тщательного изучения всех аспектов этиоло‑
гии и патогенеза опухоли для совершенствования 
методов диагностики и терапии [5].

Цель работы — изучить влияние доксорубици‑
на гидрохлорида на общее состояние и некоторые 
морфологические показатели крови кошек с диа‑
гнозом остеосаркома в постоперационном перио‑
де с возможной оценкой прогностических факто‑
ров развития болезни.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования проведены на кошках (n = 5) 
возрастом 7—9  лет, поступивших в  ветеринар‑
ную клинику ФГБОУ ВО Орловский ГАУ им. 
Н. В. Парахина в период 2018—2022 гг. Все жи‑
вотные были домашними, иммунизированы в уста‑
новленные сроки комплексными поливалентными 
вакцинами.

Диагноз устанавливали комплексно, осно‑
вываясь на результатах анамнестических дан‑
ных, клинических и лабораторных исследований. 
Учитывали общее состояние (габитус, поведение, 
прием пищи, температура тела), проводили мест‑
ное исследование патологического очага (визуаль‑
ный осмотр, пальпация). 

Лабораторная и инструментальная диагностика 
включала в себя рентгенографию в прямой и боко‑
вой проекциях на аппарате PLX‑102, патоморфо‑
логическое исследование биопсийного материала 
и образцов опухоли костной ткани, иссеченной из 
операционного материала по общепринятой ме‑
тодике, морфологическое и биохимическое иссле‑
дование некоторых показателей крови. Всем жи‑
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вотным по показаниям проведена экзартикуляция 
грудной конечности в плечевом суставе (2 случая 
левая грудная конечность, 3 случая правая груд‑
ная конечность).

Проводили адъювантную химиотерапию доксо‑
рубицином гидрохлоридом. Препарат вводили на 

0,9 % растворе хлорида натрия внутривенно мед‑
ленно четырехкратно с  интервалом 7 дней, дозу 
доксорубицина гидрохлорида определяли из рас‑
чета 10 мг/м2 площади тела животного (табл. 1). 
Первая инъекция препарата проведена через 7 дней 
после проведения операции.

		  Таблица 1 
Расчет дозы доксорубицина гидрохлорида по площади поверхности тела

Животные Порода Возраст, 
лет Вес, кг

Поверх‑
ность тела, 

м2
Доза, мг

Кот 1 Беспородная 7 3,6 0,235 2,4

Кошка 2 Британская короткошерстная 7 3,2 0,217 2,3

Кот 3 Беспородная 8 3,8 0,244 2,4

Кошка 4 Беспородная 8 3,7 0,236 2,4

Кот 5 Сиамская 9 3,0 0,208 2,1

Для профилактики рвоты, одной из наиболее 
часто встречающихся нежелательных реакций док‑
сорубицина гидрохлорида, в день введения препа‑
рата назначали препарат маропитанта цитрат под‑
кожно 1 раз в сутки в дозе 1 мг/кг массы животно‑
го. Однако, несмотря на это, у кошки с весом 3,0 кг 
проявлялось токсическое действие после первых 
двух инъекций препарата. 

Перед первым введением доксорубицина гид‑
рохлорида, через один месяц и через шесть меся‑
цев после первого введения препарата проводи‑
ли оценку клинического статуса животных, брали 
кровь для проведения гематологических и биохи‑
мических исследований. 

Исследование крови проводилось по методи‑
кам и в условиях лаборатории «Vet Union». В крови 
определяли количество лейкоцитов, эритроцитов, 
гемоглобина, в сыворотке крови — содержание ще‑
лочной фосфатазы (ЩФ), активность аланин- и ас‑
партатаминотрансфераз (АлАТ и АсАТ).

Время жизни после постановки диагноза кон‑
тролировали у всех пяти животных, точкой отсче‑
та принимали начало химиотерапии. Наряду с ла‑
бораторными исследованиями в  эти же периоды 
проводили оценку общего состояния животного, 
рентгенологическое и УЗИ исследования для вы‑
явления метастазирования.

Полученные данные подвергали статистиче‑
ской обработке при помощи пакета прикладных 
программ Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
При оценке анамнестических данных и физи‑

кальном исследовании клиническая картина остео‑
саркомы у животных представлялась триадой сим‑
птомов: пальпируемая (растущая) опухоль, боль 
в  пораженном месте и  нарушение функции ко‑
нечности (усиливающаяся по мере роста опухо‑
ли). Положение пораженной конечности щадящее 
(не наступают). Местно, в области тумора гипере‑
мия, температура повышена, при пальпации кон‑
систенция плотная, выраженная сильная болезнен‑
ность. Подвижность в соседнем суставе ограниче‑
на. Наследственный анализ опухоли проследить не 
представлялось возможным. Средняя давность за‑
болевания с момента появления первых клиниче‑
ских признаков составила 74 дня.

При рентгенологическом исследовании отме‑
чали обширные очаги остеодеструкции, остеолиз, 
остеосклероз, продолжающийся за пределами ко‑
сти на мягкие ткани, очаг деструкции имел не‑
ровные контуры, определялись признаки отслой‑
ки надкостницы. Рентгенологическое исследова‑
ние грудной клетки и УЗИ исследование органов 
брюшной полости не выявили метастатических по‑
ражений органов [12].

В предоперационный период у  всех живот‑
ных была проведена толстоигольная биопсия из 
внекостного компонента опухоли, после опера‑
ции по удалению опухоли было проведено деталь‑
ное патогистологическое исследование материала 
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из массива опухоли ампутированной конечности. 
Микроскопически опухоли представлены атипич‑
ными новообразованными костными структура‑
ми с  ярко выраженным клеточным полиморфиз‑
мом. Характерным, является образование остеои‑
да в виде костных балочек, иногда в виде крупных 
полей, в  которых позиционируются очаги обыз‑
вествления [12].

В постоперационный период перед началом хи‑
миотерапии общее состояние всех животных удо‑

влетворительное, основные показатели в пределах 
физиологической нормы. В области шва — незна‑
чительная гиперемия, отек и выделения отсутству‑
ют. Со слов хозяев отмечено умеренное потребле‑
ние корма, животные подвижны, активно реагиру‑
ют на различные раздражители.

Результаты морфологического и биохимическо‑
го исследования некоторых показателей крови жи‑
вотных на разных этапах исследования представ‑
лены в таблицах 2—4.

		  Таблица 2 
Морфологические и биохимические показатели крови кошек перед применением доксорубицина гидрохлорида

Показатели Единицы измерения Референсный интер‑
вал Контроль (n = 5)

Кошки перед 
применением 

доксорубицина 
гидрохлорида

Эритроциты 1012/л 5—10 8,1 ± 0,39 5,9 ± 0,11**

Гемоглобин г/л 80—150 112,4 ± 4,08 89,0 ± 2,35**

Лейкоциты 109/л 5,5—18 9,37 ± 1,10 20,68 ± 0,60**

ЩФ Ед/л 10—92 65,2 ± 7,39 103,4 ± 3,86*

АсАТ Ед/л 10—56 37,6 ± 3,99 64,2 ± 3,43**

АлАТ Ед/л 10—85 52,4 ± 8,71 88,2 ± 1,16*

	 *	P ˂ 0,005
	**	Р ˂ 0,001 — по отношению к показателям контрольной группы

Как следует из данных таблицы 2, у кошек пе‑
ред применением доксорубицина гидрохлори‑
да количество эритроцитов и  гемоглобина было 
ниже показателей животных контрольной группы 
на 27,2 % (Р ˂ 0,001) и 20,8 % (Р ˂ 0,001) соответ‑
ственно, при этом количество лейкоцитов было по‑
вышено — в 2,2 раза (Р ˂ 0,001). Отмечали измене‑
ния и в биохимических показателях крови — уров‑
ни ЩФ, АсАТ и АлАТ были повышены на 58,6 % 
(Р ˂ 0,005), 70,4 % (Р ˂ 0,001) и 68,3 % (Р ˂ 0,005) 
соответственно. Представленные изменения по 
всей видимости объясняются обширной, травми‑
рующей операцией в ближайшей ретроспективе.

При анализе гематологических и биохимиче‑
ских показателей через один месяц после начала 
химиотерапии (3 дня после последней инфузии) 
обращает на себя внимание резкое снижение ко‑
личества лейкоцитов в 5,2 раза (Р ˂ 0,001) и по‑
вышение уровня щелочной фосфатазы на 74,5 % 
(Р ˂ 0,001), АсАТ на 37,8 % (Р ˂ 0,001), АлАТ на 
23,8 % (Р ˂ 0,001) (табл.  3). Подобная картина 

возможна ввиду токсического действия доксору‑
бицина на лейкоцитопоэз и гепатоциты [8].

При этом, несмотря на имеющиеся литератур‑
ные данные о  серьезном угнетении эритропоэ‑
тической функции, количество эритроцитов и ге‑
моглобина в крови было даже несколько больше, 
чем у животных перед применением химиотера‑
певтического препарата — эритроцитов на 13,6 % 
(Р ˂ 0,05), гемоглобина на 2,0 % [8]. Лабораторные 
исследования через шесть месяцев после начала хи‑
миотерапии показывают стабилизацию всех иссле‑
дуемых показателей относительно данных на мо‑
мент окончания химиотерапии (табл. 4). Количество 
эритроцитов увеличилось на 16,1 % (Р ˂ 0,05), уро‑
вень гемоглобина — на 26,2 % (Р ˂ 0,001), содер‑
жание лейкоцитов достоверно возросло почти в 3 
раза (Р ˂ 0,001). Снизились показатели ЩФ, АсАТ 
и АлАТ в 2,0 (Р ˂ 0,001), 3,0 (Р ˂ 0,001) и 1,9 раза 
(Р ˂ 0,001) соответственно, что указывает на вос‑
становление поврежденных клеток печени и стаби‑
лизацию костномозгового кроветворения.
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		  Таблица 3 
Морфологические и биохимические показатели крови кошек после окончания 

курса химиотерапии доксорубицином гидрохлоридом

Показатели Единицы измерения Контроль (n = 5) Перед применением 
доксорубицина

Через 1 месяц после 
начала терапии

Эритроциты 1012/л 8,1 ± 0,39 5,9 ± 0,11 6,7 ± 0,32*

Гемоглобин г/л 112,4 ± 4,08 89,0 ± 2,35 90,8 ± 2,35

Лейкоциты 109/л 9,37 ± 1,10 20,68 ± 0,60 3,98 ± 0,15**

ЩФ Ед/л 65,2 ± 7,39 103,4 ± 3,86 180,4 ± 10,74**

АСТ Ед/л 37,6 ± 3,99 64,2 ± 3,43 88,2 ± 3,81**

АЛТ Ед/л 52,4 ± 8,71 88,2 ± 1,16 109,2 ± 4,85**

	 *	P ˂ 0,05
	**	Р ˂ 0,001 — по отношению к показателям перед началом химиотерапии

		  Таблица 4 
Морфологические и биохимические показатели крови кошек через 6 месяцев после 

окончании курса химиотерапии доксорубицином гидрохлоридом

Показатели Единицы измерения Контроль
(n = 5)

Через 1 месяц после 
начала терапии

Через 6 месяцев 
после начала 

терапии

Эритроциты 1012/л 8,1 ± 0,39 6,7 ± 0,32 7,78 ± 0,34*

Гемоглобин г/л 112,4 ± 4,08 90,8 ± 2,35 114,6 ± 4,68**

Лейкоциты 109/л 9,37 ± 1,10 3,98 ± 0,15 11,3 ± 0,42**

ЩФ Ед/л 65,2 ± 7,39 180,4 ± 10,74 84,6 ± 1,66**

АсАТ Ед/л 37,6 ± 3,99 88,2 ± 3,81 26,8 ± 4,80**

АлАТ Ед/л 52,4 ± 8,71 109,2 ± 4,85 56,4 ± 9,46**

	 *	P ˂ 0,05
	**	Р ˂ 0,001 — по отношению к показателям после окончания химиотерапии

Через шесть месяцев у всех животных со слов 
хозяев поведение было адекватное, животные пол‑
ностью адаптировались к перемещению на трех ко‑
нечностях. Общее состояние удовлетворительное. 
Рентгенография и  УЗИ диагностика не выявила 
метастазов в легких и органах брюшной полости.

Через 12 месяцев опрос хозяев не выявил жа‑
лоб на поведение, прием пищи и общие реакции 
у четырех животных. Одна кошка погибла на фоне 
прогрессирующей кахексии. При аутопсии выявле‑
ны множественные метастазы в легких.

Через 18 месяцев у оставшихся четырех живот‑
ных состояние удовлетворительное, картина кро‑

ви близка картине крови контрольной группы. При 
рентгенографии грудной клетки и УЗИ исследова‑
ния органов брюшной полости метастазы не обна‑
ружены. В дальнейшем связь с хозяевами живот‑
ных по различным причинам была утеряна.

Таким образом, анализ продолжительности 
жизни и безметастатического периода показал, что 
шестимесячный отрезок пережили 100 % живот‑
ных, двенадцать и восемнадцать месяцев — 80 % 
животных. Применение доксорубицина гидрохло‑
рида по предложенной схеме способствует значи‑
тельному прогрессу продолжительности жизни 
и увеличению сроков безметастатического периода.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применение доксорубицина гидрохлорида в ка‑

честве препарата адъювантной химиотерапии на 
фоне ампутации пораженной конечности значимо 
снижает частоту отдаленных метастазов и способ‑
ствует длительной ремиссии. В предложенной до‑
зировке доксорубицин гидрохлорид не оказывает 
выраженного супрессивного действия на показате‑
ли крови кошек. В представленных случаях у жи‑
вотных наблюдали снижение количества лейко‑
цитов и повышение активности щелочной фосфа‑
тазы, аспартат- и аланинаминотрансфераз. Через 
шесть месяцев после лечения данные показатели 
стабилизировались и  соответствовали референс‑
ным значениям.
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Abstract. The problem of malignant neoplasms, unfortunately, becomes more and more urgent every year. The 
use of doxorubicin drugs in medical practice for the treatment of malignant tumors dates back several decades; 
in veterinary medicine, such therapy is not often used at present. At the same time, the efficacy of the drug in the 
treatment of many malignant tumors has been proven, including a positive effect against osteosarcomas. The ob‑
jective of the research was to study the effect of doxorubicin hydrochloride in the postoperative period on the gen‑
eral condition and some blood morphological and biochemical indicators of cats diagnosed with osteosarcoma 
with a possible assessment of prognostic factors for the disease development.
The diagnosis of osteosarcoma was made comprehensively, taking into account anamnestic data, radiography and 
pathohistological examination. The study analyzed the results of five cats aged 7—9 years with a confirmed di‑
agnosis of osteosarcoma (distal and proximal humerus) following limb amputation and the use of doxorubicin hy‑
drochloride. The control group (n = 5) included cats of the same age, without obvious pathology. The drug was 
administered intravenously in a 0.9 % sodium chloride solution slowly four times with an interval of 7 days; the 
dose of doxorubicin hydrochloride was determined at the rate of 10 mg/m2 of the animal’s body area. Initially, the 
drug was administered on the seventh day after surgery. Blood was taken before treatment, one month and six 
months after the treatment onset.
The changes in the number of blood cells (erythrocytes, leukocytes), hemoglobin and some biochemical indica‑
tors of alkaline phosphatase (ALP), aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) were 
assessed. In case of sarcomas in animals, there is a change in the blood morphological status, although such chang‑
es can be extremely insignificant. The changes in the quantitative composition of blood cells are nonspecific; leu‑
kocytosis is possible, as a sign of an inflammatory process, as well as leukopenia during treatment with chemo‑
therapy drugs.
It has been established that the use of doxorubicin hydrochloride against the background of limb amputation re‑
duces the frequency of distant metastases, prolongs survival, and does not critically affect the blood morpholog‑
ical and biochemical status.
Keywords: neoplasms, chemotherapy, cats, osteosarcoma, doxorubicin hydrochloride
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INTRODUCTION
In recent years, the trend towards an increase in the 

incidence of malignant neoplasms in the world and in 
Russia has continued [1—4].

Skeletal tumors, especially malignant ones, occupy 
an important place in modern clinical oncology. Bone 
sarcoma is characterized by an aggressive course and 
early hematogenous metastasis, while such tumors are 
difficult to treat and require severe (mutilating) oper‑
ations. In dogs, even during the initial comprehensive 

clinical study, metastases were found in 10 % of cas‑
es, and during autopsy — in 30 % [5].

The authors do not have statistical information on 
the prevalence and structure of this type of tumor in 
the pathology of oncological diseases of cats in the 
region, however, the available information (archive 
of case histories) of the clinic, on the basis of which 
the studies were conducted, shows similar data with 
available Russian and foreign studies, which are very 
few. In particular, the majority of verified osteosarco‑
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mas were located in the appendicular skeleton and are 
a relatively rare type of malignant tumor in cats [6].

Osteosarcoma accounts for about 70—80 % of 
all primary bone tumors, while at the same time it ac‑
counts for only about 1 % of cases in the structure of 
malignant tumors. Osteosarcoma can be localized in 
both the axial and appendicular parts of the skeleton. 
It is believed that osteosarcomas with an axillary loca‑
tion give a less favorable prognosis than those local‑
ized in the bones of the appendicular skeleton. In cats, 
osteosarcomas of the appendicular part of the skeleton 
are less aggressive than in dogs, so radical operations 
(amputation) can give a positive result [6, 7].

In modern high-tech conditions, organ-preserving 
operations are increasingly being resorted to, howev‑
er, even radical methods (amputation of a limb) do not 
exclude distant metastasis of the tumor; according to 
some data, the frequency of such metastases can be 
up to 40 % of cases, which indicates the need for de‑
tailed monitoring of the condition of the operated an‑
imals and the use of additional methods of treatment 
and correction. This especially applies to “massive”, 
poorly differentiated tumors. Most often, metastases 
are found in the lungs; less often, the tumor metasta‑
sizes to the bones, brain, etc. [7,8].

The above describes certain tactics in the treat‑
ment of sick animals, namely, combined treatment. In 
particular, it is possible to combine a block of neoad‑
juvant therapy, surgical treatment and a block of ad‑
juvant therapy. Surgical treatment alone is not always 
effective; in medical practice, metastases are registered 
in 80—90 % of patients within 1.5 years after surgery.

Similar data are provided for dogs — the average 
survival time when treated only by amputation or tu‑
mor removal does not exceed 5 months, while the me‑
tastases develop in the majority of animals [8, 9,10].

Currently, combined treatment of oncological dis‑
eases is increasingly used in veterinary medicine: sur‑
gical and radiation, chemotherapy or hormonal.

Chemotherapy is considered as a high-tech meth‑
od of treating malignant neoplasms, based on the in‑
troduction of antineoplastic chemotherapeutic drugs 
into the body.

One of the drugs with a wide spectrum of antitu‑
mor activity is doxorubicin hydrochloride. For eco‑
nomic reasons, due to the relatively low price com‑
pared to other drugs, doxorubicin drugs are quite wide‑
ly used in mono- and complex therapy of many types 
of tumors [11].

The relatively low frequency of bone tumors in 
animals in the structure of oncological diseases at the 
same time makes this pathology a “convenient” mod‑

el for conducting analytical studies and careful study 
of all aspects of the etiology and pathogenesis of the 
tumor to improve diagnostic methods and therapy [5].

The objective of the work is to study the effect of 
doxorubicin hydrochloride on the general condition 
and some blood morphological indicators of cats di‑
agnosed with osteosarcoma in the postoperative peri‑
od with a possible assessment of prognostic factors for 
the disease development.

MATERIAL AND METHODS
The studies were conducted on cats (n = 5) aged 

7—9 years, admitted to the veterinary clinic of FSBEI 
HE “Orel State Agrarian University named after. 
N. V. Parakhin” in the period 2018—2022. All animals 
were domestic animals, immunized in a timely man‑
ner with complex polyvalent vaccines.

The diagnosis was made comprehensively, based 
on the results of anamnestic data, clinical and labora‑
tory studies. The general condition (habitus, behavior, 
food intake, body temperature) was taken into account 
and a local examination of the pathological focus was 
carried out (visual examination, palpation). Laboratory 
and instrumental diagnostics included radiography in 
frontal and lateral projections using a PLX‑102 de‑
vice, pathomorphological examination of biopsy ma‑
terial and bone tumor samples excised from surgical 
material using a generally accepted method, morpho‑
logical and biochemical examination of some blood in‑
dicators. All animals underwent disarticulation of the 
thoracic limb in the shoulder joint as needed (2 cas‑
es — left thoracic limb, 3 cases — right thoracic limb).

Adjuvant chemotherapy with doxorubicin hydro‑
chloride was performed. The drug was administered 
intravenously in a 0.9 % sodium chloride solution 
slowly four times with an interval of 7 days; the dose 
of doxorubicin hydrochloride was determined at the 
rate of 10 mg/m2 of the animal’s body area (Table 1). 
The first injection of the drug was performed 7 days 
after the operation.

To prevent vomiting, one of the most common ad‑
verse reactions of doxorubicin hydrochloride, on the 
day of drug administration, maropitant citrate was pre‑
scribed subcutaneously once a day at a dose of 1 mg/kg 
of animal weight. However, despite this, a cat weigh‑
ing 3.0 kg showed toxic effects after the first two in‑
jections of the drug.

Before the first administration of doxorubicin hy‑
drochloride, one month and six months after the first 
administration of the drug, the clinical status of the 
animals was assessed, and blood was taken for hema‑
tological and biochemical studies. The blood test was 
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carried out according to the methods and conditions of 
the Vet Union laboratory. The number of leukocytes, 
erythrocytes and hemoglobin in the blood was deter‑

mined; the content of alkaline phosphatase (ALP) and 
the activity of alanine and aspartate aminotransferases 
(ALT and AST) were determined in the blood serum.

		  Table 1 
Calculation of doxorubicin hydrochloride dose based on body surface area

Animals Breed Age, years Weight, kg Body surface, m2 Dose, mg

Male cat 1 Outbred 7 3.6 0.235 2.4

Female cat 2 British Shorthair 7 3.2 0.217 2.3

Male cat 3 Outbred 8 3.8 0.244 2.4

Female cat 4 Outbred 8 3.7 0.236 2.4

Male cat 5 Siamese 9 3.0 0.208 2.1

The survival time after diagnosis was monitored 
in all five animals; the starting point was the start of 
chemotherapy. Along with laboratory tests, during the 
same periods, an assessment of the general condition 
of the animal, X-ray and ultrasound examinations were 
carried out to detect metastasis.

The obtained data were subjected to statistical pro‑
cessing using the Microsoft Excel application package.

RESULTS
When assessing the anamnestic data and physical 

examination, the clinical picture of osteosarcoma in 
animals was a triad of symptoms: a palpable (grow‑
ing) tumor, pain in the affected area and impaired limb 
function (increasing as the tumor grows). The position 
of the affected limb is gentle (do not step on). Locally, 
in the area of the tumor there is hyperemia, the tem‑
perature is increased, upon palpation the consistency 
is dense, severe pain is expressed. Mobility in the ad‑
jacent joint is limited. It was not possible to trace the 
hereditary analysis of the tumor. The average duration 
of the disease from the moment the first clinical signs 
appeared was 74 days.

An X-ray examination revealed extensive areas 
of osteodestruction, osteolysis, and osteosclerosis ex‑
tending beyond the bone into soft tissue; the area of 
destruction had uneven contours, and signs of perios‑
teal detachment were identified. X-ray examination of 
the chest and ultrasound examination of the abdomi‑
nal organs did not reveal metastatic lesions of the or‑
gans [12].

In the preoperative period, all animals underwent 
a core-needle biopsy from the extraosseous compo‑
nent of the tumor; after surgery to remove the tumor, 
a detailed pathohistological examination of material 

from the tumor mass of the amputated limb was car‑
ried out. Microscopically, the tumors are represented 
by atypical newly formed bone structures with pro‑
nounced cellular polymorphism. The formation of os‑
teoid in the form of bone trabeculas is typical, some‑
times in the form of large fields in which foci of cal‑
cification are positioned [12].

In the postoperative period before the start of che‑
motherapy, the general condition of all animals was sat‑
isfactory, the main indicators were within the physi‑
ological norm. In the suture area there was slight hy‑
peremia, swelling and discharge are absent. According 
to the owners, moderate food consumption was not‑
ed, the animals were active and actively responded to 
various stimuli.

The results of morphological and biochemical 
studies of some blood indicators of animals at differ‑
ent stages of the study are presented in Tables 2—4.

As follows from the data in Table 2, in cats before 
the use of doxorubicin hydrochloride, the number of 
erythrocytes and hemoglobin was lower than that of 
the animals in the control group by 27.2 % (P ˂ 0.001) 
and 20.8 % (P ˂ 0.001), respectively, while the number 
of leukocytes was increased by 2.2 times (Р ˂ 0.001). 
The changes in the blood biochemical indicators were 
also noted. The levels of ALP, AST and ALT were in‑
creased by 58.6 % (P ˂ 0.005), 70.4 % (P ˂ 0.001) and 
68.3 % (P ˂ 0.005), respectively. The presented chang‑
es are apparently explained by an extensive, traumat‑
ic operation in the near future.

When analyzing hematological and biochemical 
indicators one month after the start of chemotherapy 
(3 days after the last infusion), attention is drawn to 
a sharp decrease in the number of leukocytes by 5.2 
times (P ˂ 0.001) and an increase in the level of alka‑
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line phosphatase by 74.5 % (P ˂ 0.001), AST — by 
37.8 % (P ˂ 0.001), ALT  — by 23.8 % (P ˂ 0.001) 
(Table 3). A similar picture is possible due to the tox‑
ic effect of doxorubicin on leukocytopoiesis and he‑
patocytes [8].

Moreover, despite the available literature data on 
serious inhibition of erythropoietic function, the num‑
ber of erythrocytes and hemoglobin in the blood was 
even slightly higher than in the animals before the use 
of a chemotherapy drug: erythrocytes — by 13.6 % 
(P ˂ 0.05), hemoglobin — by 2.0 % [8].

Laboratory studies six months after the start of 
chemotherapy show stabilization of all studied indi‑
cators relative to the data at the end of chemotherapy 
(Table 4). The number of erythrocytes increased by 
16.1 % (P ˂ 0.05), the hemoglobin level — by 26.2 % 
(P ˂ 0.001), the content of leukocytes significantly in‑
creased by almost 3 times (P ˂ 0.001). The indicators 
of ALP, AST and ALT decreased by 2.0 (P ˂ 0.001), 
3.0 (P ˂ 0.001) and 1.9 times (P ˂ 0.001), respective‑
ly, indicating restoration of damaged liver cells and 
stabilization of bone marrow hematopoiesis

		  Table 2 
Blood morphological and biochemical indicators of cats before the use of doxorubicin hydrochloride

Indicators Units Reference interval Control (n = 5)
Cats before using 

doxorubicin hydro‑
chloride

Erythrocytes 1012/L 5—10 8.1 ± 0.39 5.9 ± 0.11**

Hemoglobin g/L 80—150 112.4 ± 4.08 89.0 ± 2.35**

Leukocytes 109/L 5.5—18 9.37 ± 1.10 20.68 ± 0.60**

ALP U/L 10—92 65.2 ± 7.39 103.4 ± 3.86*

AST U/L 10—56 37.6 ± 3.99 64.2 ± 3.43**

ALT U/L 10—85 52.4 ± 8.71 88.2 ± 1.16*

	 *	P ˂ 0.005
	**	P ˂ 0.001 — in relation to the indicators of the control group

		  Table 3 
Blood morphological and biochemical indicators of cats after completion 

of chemotherapy with doxorubicin hydrochloride

Indicators Units Control (n = 5) Before using doxoru‑
bicin

1 month after the 
start of therapy

Erythrocytes 1012/L 8.1 ± 0.39 5.9 ± 0.11 6.7 ± 0.32*

Hemoglobin g/L 112.4 ± 4.08 89.0 ± 2.35 90.8 ± 2.35

Leukocytes 109/L 9.37 ± 1.10 20.68 ± 0.60 3.98 ± 0.15**

ALP U/L 65.2 ± 7.39 103.4 ± 3.86 180.4 ± 10.74**

AST U/L 37.6 ± 3.99 64.2 ± 3.43 88.2 ± 3.81**

ALT U/L 52.4 ± 8.71 88.2 ± 1.16 109.2 ± 4.85**

	 *	P ˂ 0.05
	**	P ˂ 0.001 — in relation to the indicators before the start of chemotherapy
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		  Table 4 
Blood morphological and biochemical indicators of cats 6 months after 

the end of chemotherapy with doxorubicin hydrochloride

Indicators Units Control
(n = 5)

1 month after the 
start of therapy

6 months after the 
start of therapy

Erythrocytes 1012/L 8.1 ± 0.39 6.7 ± 0.32 7.78 ± 0.34*

Hemoglobin g/L 112.4 ± 4.08 90.8 ± 2.35 114.6 ± 4.68**

Leukocytes 109/L 9.37 ± 1.10 3.98 ± 0.15 11.3 ± 0.42**

ALP U/L 65.2 ± 7.39 180.4 ± 10.74 84.6 ± 1.66**

AST U/L 37.6 ± 3.99 88.2 ± 3.81 26.8 ± 4.80**

ALT U/L 52.4 ± 8.71 109.2 ± 4.85 56.4 ± 9.46**

	 *	P ˂ 0.05
	**	P ˂ 0.001 — in relation to the indicators after the end of chemotherapy

In six months, according to the owners, all animals 
had adequate behavior; the animals were complete‑
ly adapted to moving on three limbs. General condi‑
tion was satisfactory. X-ray and ultrasound diagnos‑
tics did not reveal metastases in the lungs and abdom‑
inal organs.

In 12 months, a survey of the owners revealed no 
complaints about behavior, food intake and general re‑
actions in four animals. One cat died due to progres‑
sive cachexia. An autopsy revealed multiple metasta‑
ses in the lungs.

In 18 months, the remaining four animals were in 
satisfactory condition, the blood picture was close to 
the blood picture of the control group. Chest x-ray and 
ultrasound examination of the abdominal organs did 
not reveal metastases. Subsequently, the contact with 
the owners of the animals was lost for various reasons.

Thus, an analysis of life expectancy and the me‑
tastasis-free period showed that 100 % of animals 
survived the six-month period and 80 % of the ani‑
mals survived twelve and eighteen months. The use of 
doxorubicin hydrochloride according to the proposed 
scheme contributes to significant progress in life ex‑
pectancy and an increase in the length of the metasta‑
sis-free period.

CONCLUSION
The use of doxorubicin hydrochloride as an ad‑

juvant chemotherapy drug against the background of 
amputation of the affected limb significantly reduces 
the incidence of distant metastases and promotes long-
term remission. At the proposed dosage, doxorubicin 
hydrochloride does not have a pronounced suppressive 

effect on the blood indicators of cats. In the presented 
cases, a decrease in the number of leukocytes and an 
increase in the activity of alkaline phosphatase, aspar‑
tate and alanine aminotransferases were observed in 
animals. Six months after treatment, these indicators 
stabilized and corresponded to the reference values.
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Аннотация. Дисплазию тазобедренного сустава (ДТБС) — можно считать полиэтиологичным заболева‑
нием, имеющим различную степень тяжести. На развитие ДТБС влияют такие факторы, как генетическая 
предрасположенность, условия жизни, возраст животного и время постановки диагноза. У растущего мо‑
лодняка перегрузка тазобедренных суставов является еще одним предрасполагающим фактором. При этом 
компоненты опорно-двигательного аппарата не достигают функциональной зрелости одновременно, что 
свидетельствует о недостаточности мышц и/или костной системы, и в последствии приводит к неустой‑
чивости сустава. А погрешности в соотношении протеинов, минералов и других необходимых нутриен‑
тов, или их недостаток в кормах животного, только способствует развитию патологий опорно-двигатель‑
ного аппарата. Все это говорит об актуальности проведенного исследования, целью которого было изуче‑
ние терапевтической эффективности нового препарата картисилан при ДТБС у  кошки с  ярко 
выраженными симптомами данной патологии.
Методы. При проведении исследования были использованы методы клинического наблюдения, биохими‑
ческого анализа крови и рентген диагностика задних конечностей животного в динамике.
Результаты. Эксперимент позволил сделать выводы об эффективности картисилана как терапевтического 
средства для стабилизации, укрепления и снижения воспалительных процессов пораженных суставов при 
ДТБС у кошек, а также рекомендовать его в качестве профилактической фармакологической поддержки 
для предотвращения осложнений, связанных с патологиями опорно-двигательного аппарата в период роста 
животного.
Ключевые слова: дисплазия тазобедренного сустава, лечение, картисилан, кошки, профилактика, кост‑
ная патология
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Дисплазия тазобедренного сустава или сокра‑
щенно ДТБС — это недоразвитие суставной ямки 
тазовой кости, обусловленное, в основном, наслед‑
ственными причинами. Для данного заболевания 
характерна недостаточно глубокая суставная впа‑
дина, края которой плохо охватывают головку бед‑
ренной кости. При увеличении массы тела жи‑
вотного, как правило, вследствие роста молодо‑
го организма, головка бедренной кости начинает 
смещаться. Это приводит к развитию множества 
осложнений. Возраст животного и их тяжесть за‑
висят от степени недоразвития суставной впади‑
ны. Незначительная степень дисплазии клиниче‑
ски обычно никак не проявляется, но она может 

быть обнаружена при рентгенологическом иссле‑
довании пораженного сустава пациента. При росте 
животного из-за перерастяжения капсулы сустава 
при избыточной подвижности головки бедренной 
кости в периоды активности животного проявля‑
ется самая легкая степень — хронический артрит 
тазобедренного сустава. 

При продолжении процесса воспаления часто 
происходит утолщение капсулы сустава, по краям 
суставной ямки появляются костные разращения, 
которые углубляют ее, и таким образом, происхо‑
дит компенсация недоразвития. Самые тяжелые 
осложнения наблюдаются при более выраженном 
недоразвитии суставной ямки [5]. 
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При этом головка бедренной кости не может 
задержаться в  суставной впадине и  с нарастани‑
ем массы тела при росте молодого организма по‑
степенно из нее все больше и больше выходит — 
вплоть до полного вывиха тазобедренного сустава. 
При такой патологии суставы более уязвимы и при 
незначительных травмах, которые у животных без 
такой патологии не имели бы ни каких последствий, 
происходят неожиданные вывихи. Кроме этого, со 
временем возможно возникновение деформирую‑
щего артрита. Он проявляется достаточно сильной 
болью при движении тазобедренного сустава и вы‑
раженной хромотой [1]. У мелких домашних жи‑
вотных различные болезни опорно-двигательно‑
го аппарата встречаются часто. В возрастной пе‑
риод 12—24 мес. заболеванию подвержены 44 % 
кошек, и 56 % собак. При этом оперативное лече‑
ние проводится гораздо реже, чем консервативное 
из-за высокой стоимости и длительного послеопе‑
рационного и реабилитационного периода [2—4].

К сожалению, вылечить генетические забо‑
левания хирургическими методами невозможно. 
Исследования по улучшению качества жизни па‑
циентов с дисплазией проводятся и в ветеринар‑
ной, и  в  гуманитарной медицине. Предлагаются 
все новые и новые методики по купированию та‑
ких процессов. Существует ряд лечебных воздей‑
ствий, позволяющих приостановить процесс раз‑
рушения сустава или замедлить реализацию дис‑
плазии с вторичным остеоартрозом. 

Эти воздействия можно разделить на две боль‑
шие группы — консервативные (медикаментозное) 
и хирургические. Консервативное лечение в основ‑
ном направлено на прекращение воспалительных 
явлений и на восстановление гиалинового хряща 
сустава (хондропротекторы). Наиболее эффектив‑
ным способом введения таких препаратов явля‑
ется инъекция внутрь сустава, хотя применяют‑
ся и внутривенные, и внутримышечные введения. 
Используется и рассасывающая терапия в виде вну‑
трисуставных введений препаратов, особенно при 
вторичном остеоартрозе [5]. Однако на данный мо‑
мент целенаправленной фармакологической тера‑
пии и профилактики ДТБС в ветеринарии не суще‑
ствует, поэтому разработка препаратов, способных 
предотвращать или нивелировать осложнения, свя‑
занные с ДТБС, является актуальным направлени‑
ем ветеринарной фармакологической науки. 

Цель исследования: изучение эффективности 
препарата картисилан при дисплазии тазобедрен‑
ного сустава у кошки на основе комплексной оцен‑
ки его терапевтического действия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Эксперимент проведен в  условиях клиники 
факультета ветеринарной медицины ФГБОУ ВО 
«Кубанский ГАУ», куда поступила кошка шотланд‑
ской породы Боня, возраст 1,4  года с  диагнозом 
остеохондродисплазия (хондро-артропатия) шот‑
ландских вислоухих кошек. Основной причиной 
обращения в клинику явились регулярные вывихи 
тазобедренного сустава правой конечности, болез‑
ненность в области кистей и стоп, агрессивное по‑
ведение, при котором животное не позволяло при‑
касаться к себе, особенно к пораженным участкам.

При клиническом обследовании в области за‑
плюсневого сустава было установлено структурное 
изменение с разрастанием костной ткани и патоло‑
гическим развитием плюсневых костей (уменьше‑
ние их длины) (рис. 1). При рентгенографии вы‑
явлено патологическое смещение шейки бедра от‑
носительно головки, находящейся в  вертлужной 
впадине (рис. 2), а также дисплазия тазобедренно‑
го сустава с правой стороны (рис. 3).

Рис. 1. Кошка Боня, 1,4  года, неправильная 
постановка лап, увеличение дистальных отделов 

кистей и стоп

До поступления в клинику терапия животно‑
му не проводилась, поэтому после установления 
диагноза в качестве фармакологической поддерж‑
ки кошке был назначен препарат картисилан, кото‑
рый задавался перорально в виде порошка с кор‑
мом курсом 1 раз в день в дозе 0,5 г/кг протяже‑
нии 30 дней.
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Рис. 2. Рентген тазовых конечностей

Рис. 3. Рентген области тазобедренного сустава, 
дисплазия с правой стороны

Картисилан представляет собой комплексный 
препарат, компоненты которого способны воздей‑
ствовать на многие звенья остео- и  хондрогене‑
за, стимулируя процессы репарации и  активиза‑
ции остеобластов, синтез органического матрикса 
и  кальцификации кости, сопровождающие нару‑
шения двигательной функции и  здоровья у  жи‑
вотных [6].

В течение эксперимента у кошки в динамике 
осуществлялся забор крови для проведения биохи‑
мического исследования, а также рентгенография 
для визуализации патологических процессов в та‑
зобедренном суставе, также кистях и стопах задних 

конечностей. Биохимические исследования сыво‑
ротки крови проводились на анализаторе Sinnowa 
BS‑3000P Chemistry Analyzer. 

Рентгенодиагностика осуществлялась на ап‑
парате Diagnostic X-ray unit (Южная Корея) в пря‑
мой проекции. Кроме этого, в ходе эксперимента 
регулярно учитывалось общее состояние живот‑
ного, особенности поведения, координация дви‑
жений, интенсивность и характер двигательной ак‑
тивности, тонус скелетных мышц, наличие и сте‑
пень хромоты.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Результатами биохимических исследований 

сыворотки крови выявлено умеренное увеличе‑
ние уровня общего белка (на 10,5 %), что, учиты‑
вая диагноз заболевания, может быть обусловлено 
длительным воспалительным процессом, характе‑
ризуемым увеличением глобулиновых фракций, 
и в первую очередь, γ-глобулинов (табл. 1).

Кроме того, развитие вторичной остеодис‑
трофии часто сопровождается гиперпротеинеми‑
ей. Подобный дисбаланс в  белковом метаболиз‑
ме в ряде случаев не связан напрямую с кальций-
фосфорным обменом, при котором концентрации 
данных элементов в  сыворотке крови находятся 
ниже границ референсных пределов. Нормальные 
значения общего кальция и неорганического фос‑
фора в крови лишь подтверждают гипотезу о том, 
что в процессе обмена веществ концентрации ми‑
нералов, даже при их достаточном количестве, не 
встраиваются в очаг патологического процесса и не 
улучшают состояние костей и суставов.

Регистрируемая гипергликемия может быть об‑
условлена стрессовым состоянием, возникающим 
на фоне манипуляции со взятием крови. Однако 
следует учесть, что болевая реакция в  конечно‑
стях на протяжении длительного времени сопро‑
вождающая животное и невозможность комфорт‑
ного естественного движения, а  также агрессия, 
проявляемая кошкой при прикосновениях к  зад‑
ним лапам, способна оказать влияние на концен‑
трацию глюкозы [8].

Однако терапия картисиланом оказала пози‑
тивные изменения на ряд биохимических констант 
крови, что проявилось снижением уровня обще‑
го белка, нормализацией концентрации глюкозы, 
а также умеренным возрастанием активности ще‑
лочной фосфатазы, обусловленным восстановлени‑
ем клеточного матрикса костной ткани [7].

При повторной рентгенографии тазобедрен‑
ного сустава через месяц применения препарата 
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выявлено уплотнение в области шейки бедренной 
кости (рис. 4). В зрелом возрасте невозможно пол‑
ностью восстановить животное с диагнозом дис‑

плазия тазобедренного сустава, однако картиси‑
лан позволил улучшить состояние костей, суста‑
вов и качество жизни.

		  Таблица 1 
Динамика биохимических показателей сыворотки крови кошки

Показатель Фоновые значения Через 30 дней Границы референсных 
пределов

Общий белок, г/л 87,3↑ 84,1 54,0—79,0

Мочевина, ммоль/л 7,3 8,5 5,4—12,1

Креатинин, мкмоль/л 86,7 75,1 70,0—165,0

Глюкоза, ммоль/л 9,2↑ 4,3 3,3—6,3

Триглицериды, ммоль/л 0,44 0,45 0,38—1,1

Холестерин, ммоль/л 1,9 0,93 1,6—3,9

АсАТ, ЕД/л 32 31 9,0—45,0

АлАТ, ЕД/л 59 62 18,0—79,0

Амилаза, ЕД/л 1147 1063 500,0—1200,0

Щелочная фосфатаза, ЕД/л 40 64↑ 0—55,0

Кальций общий, ммоль/л 2,2 1,9 2,0—2,7

Фосфор неорганический, ммоль/л 2,3 1,8 1,1—2,3

Рис. 4. Рентген области тазобедренного сустава 
после лечения, дисплазия с правой стороны

У кошки нормализовалось общее состояние, 
движения стали мягче и комфортнее, она перестала 
проявлять агрессию при прикосновениях к участ‑
кам с патологией.

При дальнейшем наблюдении за животным 
в течении 2 месяцев после прекращения экспери‑

мента случаев вывиха тазобедренного сустава вы‑
явлено не было, что подтверждает положитель‑
ное влияние препарата на связки, их эластичность 
и прочность.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, картисилан можно рекомендо‑

вать с  профилактической целью как медикамен‑
тозное средство для предотвращения осложнений, 
связанных с ДТБС в период роста организма для 
кошек, находящихся в зоне риска, а также как сред‑
ство для лечения у взрослых особей как симптома‑
тическое средство для повышения качества жизни.
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Abstract. Hip joint dysplasia (HJD) can be considered a polyetiological disease with varying degrees of severi‑
ty. The development of HJD is affected by factors such as genetic predisposition, living conditions, age of the an‑
imal and time of diagnosis. In growing young animals, overload of the hip joints is another predisposing factor. 
In this case, the components of the musculoskeletal system do not reach functional maturity at the same time, 
which indicates insufficiency of the muscles and/or skeletal system, and subsequently leads to instability of the 
joint. The errors in the ratio of proteins, minerals and other essential nutrients, or their lack in animal feed, only 
contribute to the development of pathologies of the musculoskeletal system. All this speaks to the relevance of 
the research, the objective of which was to study the therapeutic efficacy of the new drug kartisilan in case of HJD 
in a cat with pronounced symptoms of this pathology.
Methods. When conducting the study, the methods of clinical observation, biochemical blood analysis and x-ray 
diagnostics of the animal’s hind limbs in dynamics were used.
Results. The experiment allowed us to draw conclusions about the efficacy of kartisilan as a therapeutic agent for 
stabilizing, strengthening and reducing inflammatory processes in the affected joints in case of HJD in cats, and 
also to recommend it as a preventive pharmacological support to prevent complications associated with patholo‑
gies of the musculoskeletal system during the growth period of the animal.
Keywords: hip joint dysplasia, treatment, kartisilan, cats, prevention, bone pathology
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INTRODUCTION

Hip joint dysplasia (HJD) is an underdevelop‑
ment of the articular fossa of the pelvic bone, main‑
ly due to hereditary reasons. This disease is character‑
ized by an insufficiently deep articular cavity, the edg‑
es of which do not adequately cover the head of the 
femur. As an animal’s body weight increases, usually 
due to the growth of a young body, the head of the fe‑
mur begins to shift. This leads to the development of 
many complications. The age of the animal and their 
severity depend on the degree of the articular cavity 
underdevelopment. A minor degree of dysplasia usu‑
ally does not manifest itself clinically, but it can be 
detected by X-ray examination of the patient’s affect‑
ed joint. As the animal grows, due to overstretching 
of the joint capsule and excessive mobility of the head 
of the femur during periods of animal’s activity, the 
mildest degree manifests itself — chronic arthritis of 
the hip joint. As the inflammation process continues, 
the joint capsule often thickens, bone growths appear 

along the edges of the articular fossa, which deepen it, 
and thus compensation for underdevelopment occurs. 
The most severe complications are observed with more 
pronounced underdevelopment of the articular fossa 
[5]. In this case, the head of the femur cannot remain 
in the articular cavity and, as the body weight increas‑
es and the young body grows, it gradually comes out 
of it more and more — until the hip joint is complete‑
ly dislocated. In case of this pathology, the joints are 
more vulnerable and with minor injuries, which in the 
animals without such a pathology would not have any 
consequences, unexpected dislocations occur. In addi‑
tion, deforming arthritis may develop over time. It is 
manifested by quite severe pain when moving the hip 
joint and severe lameness [1].

In small domestic animals, various diseases of the 
musculoskeletal system are common. In the age peri‑
od of 12—24 months, the disease affects 44 % of cats 
and 56 % of dogs. At the same time, surgical treatment 
is carried out much less frequently than conservative 
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treatment due to the high cost and long postoperative 
and rehabilitation period [2—4].

Unfortunately, it is impossible to cure genetic dis‑
eases with surgical methods. The research to improve 
the quality of life of patients with dysplasia is carried 
out in both veterinary and humane medicine. More and 
more new methods are being proposed to stop such pro‑
cesses. There are a number of therapeutic effects that 
can stop the process of joint destruction or slow down 
the development of dysplasia with secondary osteo‑
arthritis. These effects can be divided into two large 
groups: conservative (medicinal) and surgical.

Conservative treatment is mainly aimed at stop‑
ping inflammation and restoring hyaline cartilage of 
the joint (chondroprotectors). The most effective way 
to administer such drugs is by injection into the joint, 
although intravenous and intramuscular injections are 
also used. Absorbable therapy in the form of intra-ar‑
ticular injections of drugs is also used, especially in 
case of secondary osteoarthritis [5].

However, at the moment, there is no targeted phar‑
macological therapy and prevention of HJD in veter‑
inary medicine, so the design of drugs that can pre‑
vent or neutralize complications associated with HJD 
is a current area of veterinary pharmacological sci‑
ence. The research objective was to study the effi‑
cacy of the drug kartisilan in case of hip joint dyspla‑
sia in cats based on a comprehensive assessment of its 
therapeutic effect.

MATERIAL AND METHODS
The experiment was carried out in the clinic of 

the Faculty of Veterinary Medicine of FSBEI HE 
“Kuban State Agrarian University”, where a Scottish 
cat Bonya, age 1.4 years, was admitted with a diag‑
nosis of osteochondrodysplasia (chondroarthropathy) 
of Scottish Fold cats. The main reason for contacting 
the clinic was regular dislocations of the hip joint of 
the right limb, pain in the fore and hind feet, aggres‑
sive behavior in which the animal did not allow itself 
to be touched, especially the affected areas.

A clinical examination in the area of the tarsal joint 
revealed a structural change with the proliferation of 
bone tissue and pathological development of the meta‑
tarsal bones (reduction in their length) (Fig. 1). X-ray 
examination revealed a pathological displacement of 
the femoral neck relative to the head located in the ac‑
etabulum (Fig. 2), as well as dysplasia of the hip joint 
on the right side (Fig. 3).

Before admission to the clinic, the animal was not 
treated, therefore, after the diagnosis was established, 
the cat was prescribed the drug kartisilan as pharma‑

cological support, which was administered orally in 
the form of a powder with food in a course of 1 time 
per day at a dose of 0.5 g/kg for 30 days.

Fig. 1. Bonya cat, 1.4 years old, incorrect position‑
ing of paws, enlargement of the distal parts of its 

fore and hind feet

Fig. 2. X-ray of the pelvic limbs

Kartisilan is a complex drug, the components of 
which are capable of affecting many parts of osteo- 
and chondrogenesis, stimulating the processes of re‑
pair and activation of osteoblasts, the synthesis of or‑
ganic matrix and bone calcification, which accompany 
disorders of motor function and health in animals [6].
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Fig. 3. X-ray of the hip joint, dysplasia on the right 
side

During the experiment, blood was collected from 
the cat over time for biochemical analysis, as well as ra‑
diography to visualize pathological processes in the hip 
joint, as well as the fore and hind feet of the hind limbs. 
Biochemical studies of blood serum were carried out 
on the Sinnowa BS‑3000P Chemistry Analyzer. X-ray 
diagnostics was carried out using the Diagnostic X-ray 

unit (South Korea) in a direct projection. In addition, 
during the experiment, the general condition of the an‑
imal, behavioral characteristics, coordination of move‑
ments, intensity and nature of motor activity, skeletal 
muscle tone and the presence and degree of lameness 
were regularly taken into account.

RESULTS
The results of biochemical studies of blood serum 

revealed a moderate increase in the level of total pro‑
tein (by 10.5 %), which, considering the diagnosis of 
the disease, may be due to a long-term inflammatory 
process, characterized by an increase in globulin frac‑
tions, and primarily γ-globulins (Table 1).

In addition, the development of secondary osteo‑
dystrophy is often accompanied by hyperproteinemia. 
Such an imbalance in protein metabolism in some cas‑
es is not directly related to calcium-phosphorus metab‑
olism, in which the concentrations of these elements in 
the blood serum are below the reference limits. Normal 
values of total calcium and inorganic phosphorus in the 
blood only confirm the hypothesis that in the process 
of metabolism, the concentrations of minerals, even if 
they are in sufficient quantities, are not integrated into 
the focus of the pathological process and do not im‑
prove the condition of bones and joints.

		  Table 1 
Dynamics of the blood serum biochemical indicators of the cat

Indicator Baseline values In 30 d Reference limits

Total protein, g/L 87.3↑ 84.1 54.0—79.0

Urea, mmol/L 7.3 8.5 5.4—12.1

Creatinine, µmol/L 86.7 75.1 70.0—165.0

Glucose, mmol/L 9.2↑ 4.3 3.3—6.3

Triglycerides, mmol/L 0.44 0.45 0.38—1.1

Cholesterol, mmol/L 1.9 0.93 1.6—3.9

AST, U/L 32 31 9.0—45.0

ALT, U/L 59 62 18.0—79.0

Amylase, U/L 1147 1063 500.0—1200.0

Alkaline phosphatase, U/L 40 64↑ 0—55.0

Total calcium, mmol/L 2.2 1.9 2.0—2.7

Inorganic phosphorus, mmol/L 2.3 1.8 1.1—2.3
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Recorded hyperglycemia may be due to a stress‑
ful state that occurs during the manipulation of blood 
collection. However, it should be taken into account 
that the pain reaction in the limbs that accompanies the 
animal for a long time and the impossibility of com‑
fortable natural movement, as well as the aggression 
shown by the cat when touching the hind legs, can af‑
fect the glucose concentration [8].

However, the therapy with kartisilan had positive 
changes on a number of blood biochemical constants, 
which was manifested by a decrease in the level of to‑
tal protein, normalization of glucose concentration, as 
well as a moderate increase in the activity of alkaline 
phosphatase, due to the restoration of the cellular ma‑
trix of bone tissue [7].

A repeat X-ray of the hip joint after a month of 
using the drug revealed compaction in the area of the 
femoral neck (Fig. 4). In adulthood, it is impossible 
to completely restore an animal diagnosed with a hip 
dysplasia, but kartisilan has improved the condition of 
bones, joints and quality of life.

Fig. 4. X-ray of the hip joint after treatment, dys‑
plasia on the right side

The cat’s general condition returned to normal, 
its movements became softer and more comfortable, 
it stopped showing aggression when touching areas 
with pathology.

During further observation of the animal for 2 
months after the end of the experiment, no cases of 
dislocation of the hip joint were identified, which con‑
firmed the positive effect of the drug on the ligaments, 
their elasticity and strength.

CONCLUSION
Thus, kartisilan can be recommended for prophy‑

lactic purposes as a medication to prevent complica‑
tions associated with HJD during the growth period for 
cats at risk, as well as a treatment for adult animals as 
a symptomatic remedy to improve the quality of life.
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Аннотация. Целью данного исследования было определение состояния неспецифической резистентно‑
сти молочной железы у коров в сравнительном аспекте под влиянием мази Уберосепт + Миксоферон и кам‑
форной мази + Миксоферон, при терапии мастита у коров. Результаты проведенных исследований свиде‑
тельствуюто том, что после лечения в обеих опытных группах в пробах молока снизилась степень микроб‑
ной контаминации и количество соматических клеток до референтных значений. В тоже время у животных, 
которых лечили комбинированной мазью + Миксоферон, общая бактериальная обсемененность снизилась 
в 10 раз, а количество соматических клеток в 7 раз. При этом наблюдали повышение лизоцима на 35,8 % 
в секрете молочной железы, снижение количества общих иммуноглобулинов на 64,2 %, и циркулирующих 
иммунных комплексов на 55,9 %. При исследовании морфологического состава молочной железы было 
установлено достоверное снижение числа нейтрофилов на 52,6 % и увеличение количества лимфоцитов 
в 2,1 раза.
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Обеспечение населения качественной и  без‑
опасной продукцией является важнейшей задачей 
для сельского хозяйства. Одной из наиболее разви‑
тых отраслей животноводства является молочное 
скотоводство. Наиболее частой причиной сниже‑
ния качества молока и уменьшения его производ‑
ства является мастит коров. Среди болезней круп‑
ного рогатого скота мастит является заболеванием, 
оказывающим, возможно, самое большое влияние 
на благополучие животных, а также на экономи‑
ку хозяйства [1]. В настоящее время введение ан‑
тибиотиков является наиболее распространенным 
методом лечения мастита крупного рогатого ско‑
та. Однако такая стратегия имеет некоторые не‑
достатки, в том числе отсутствие эффективности 
лечения в виду появления резистентности возбу‑
дителей, а также браковка молока с наличием ан‑
тибиотика [2, 3]. Однако стоит учитывать, что по‑
стоянное введение препаратов внутрь соскового 

канала приводит к дисбактериозу и раздражению 
тканей вымени. В последующем это может приве‑
сти к существенному снижению молочной продук‑
тивности и развитию маститов грибковой этиоло‑
гии [4]. Лечение с помощью интрацистернального 
введения антибиотиков является самым распро‑
страненным методом лечения мастита, но далеко 
не единственным. Одним из самых перспективных 
является применение трансдермальных средств, 
которые в своем большинстве представлены мазя‑
ми. Для лечения субклинического мастита у коров 
часто применяют раздражающие мази для нанесе‑
ния на кожу пораженной четверти вымени. В боль‑
шинстве своем они представлены средствами на 
основе камфоры, ихтиола, салициловой кислоты, 
йода и других [5]. Использование трансдермаль‑
ных препаратов также должно быть комплексным, 
т. к. применение монотерапии не всегда эффектив‑
но при лечении маститов у коров. Поэтому приме‑
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нение комплексной терапии, включающей иммуно‑
стимулирующие средства и антимикробные мази, 
позволяют повысить эффективность проводимых 
лечебных мероприятий. При создании более эф‑
фективных препаратов следуетучитывать имму‑
нологические аспекты патогенезамастита у коров, 
взаимосвязь локальных факторов защиты вымени 
и иммунной системы организма животного.

Целью нашего исследования стало изучениев‑
лияния комплексной мази и  иммуностимулятора 
на гуморальные и клеточные факторы резистент‑
ности молочной железы у коров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования проводили на коровах больных 
субклиническим маститом красно-пестрой гол‑
штинской и  симментальской породы в  условиях 
ООО «Агротех-Гарант» Задонье Рамонского района 
Воронежской области. Были сформированы 3 груп‑
пы коров по 10 голов в каждой. Животным первой 
группы для лечения субклинического мастита на‑
носили комбинированную мазь «Уберосепт» в те‑
чении 5 дней, 1 раз в сутки и инъецировали имму‑
номодулирующий препарат «Миксоферон» соглас‑
но наставлению (по 30 доз (3,0 мл) внутримышечно 
два раза в день на протяжении 7 дней). Коровам 
второй группы применяли камфорную мазь 10,0 % 
в течении 5 дней, 1 раз в сутки и также инъециро‑
вали «Миксоферон» согласно наставлению. Третья 
группа являлась группой отрицательного контро‑
ля. Мазь наносили после доения, предварительно 
очистив кожный покров вымени, с соблюдением 
правил асептики. Оценку состояния неспецифи‑
ческой резистентности молочной железы у коров 
при применении комплексной мази и иммуности‑
мулятораосуществляли на основании морфо-им‑
мунологических и  бактериологических исследо‑
ваний молока, отобранного до и после заверше‑
ния курса терапии.

Морфологический состав секрета определяли 
в мазкахотпечатках, которые готовили пометоди‑
ке определения клеточного состава секрета выме‑
ни коров, иммунологические исследования секре‑
та вымени проведены общепринятыми методами 
согласно утвержденным методикам, бактериоло‑
гические исследования согласно «Методическим 
указаниям по бактериологическому исследова‑
нию молока и секрета вымени коров» (M., 1983).
Подсчет соматических клеток в молоке проводи‑
ли с помощью счетчика соматических клеток фир‑
мы «DeLaval».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве критериев воздействия предложен‑
ных схем лечения на гуморальные и клеточные фак‑
торы резистентности молочной железы коров были 
выбраны морфологические показатели, ряд имму‑
нологических показателей секрета молочной желе‑
зы, а также состав микроорганизмов.

В первой опытной группе в  секрете молоч‑
ной железы было установлено снижение общей 
бактериальной обсемененности на 92,6 % на пер‑
вый день после курса лечения. Спустя неделю по‑
сле окончания лечения общая бактериальная об‑
семененность незначительно выросла и состави‑
ла 8,2∙104 КОЕ/мл, что на 90,6 % меньше, чем до 
лечения. Количество соматических клеток на про‑
тяжении опыта существенно снизилось в 3,9 раз. 
Спустя неделю после прекращения лечения коли‑
чество соматических клеток было ниже в 7,3 раза, 
чем до лечения. Лизоцим молока через 1 день после 
окончания лечения был больше на 31,7 %, а через 
неделю на 35,8 %. Общие иммуноглобулины мо‑
лока на протяжении опыта в первой группе умень‑
шались, так после 7- го дня лечения их количество 
уменьшилось на 14,3 %. А на 14 день после нача‑
ла лечения на 64,2 %. Количество ЦИК после кур‑
са лечения уменьшилось на 19,0 %, в последую‑
щем последовало снижение их концентрации до 
0,298 мг/мл, что на 55,9 % меньше, чем до лече‑
ния. (табл. 1)

В опытной группе № 2 было установлено сни‑
жение общей бактериальной обсемененности по‑
сле 7 дней лечения на 84,7 % и на 86,9 % спустя 
неделю после последнего дня применения миксо‑
ферона. Количество соматических клеток после 
курса лечения снизилось в 3,7 раза, а спустя неде‑
лю после его завершения в 5,7 раза. Наблюдалось 
повышение лизоцима в секрете молочной железы 
к 8 дню на 26,8 %, спустя еще неделю он и его со‑
держание составило 0,728 мкг/мл, что на 39,7 % 
больше, чем до опыта. 

Количество общих иммуноглобулинов посте‑
пенно снижалось к 8 дню опыта на 29,9 %, а к 14 
дню на 56,1 %. С течением опыта количество цир‑
кулирующих иммунных комплексов во второй 
опытной группе снижалось на 18,1 %, а в после‑
дующем на 32,5 %. (табл. 1)

В группе контроля наблюдали постепенное уве‑
личение общей бактериальной обсемененности до 
200,0 %. Количество соматических клеток также 
увеличилось на 72,1 %. Среди иммунологических 
показателей стоит отметить рост ЦИК на 91,7 %.
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		  Таблица 1 
Показатели неспецифической резистентности секрета молочной железы

Показатель До опыта После лечения, 
на 8 день

Спустя неделю 
после опыта

1‑я опытная группа

Общая бак. обсемененность, КОЕ/мл 8,7∙105 ± 3,5 6,4∙104 ± 2,1 8,2∙104 ± 0,9

Количество соматических клеток тыс/мл 2968,0 ± 46,7 743,5 ± 21,7 406,5 ± 29,8

Лизоцим, мкг/мл 0,461 ± 0,03 0,675 ± 0,02 0,718 ± 0,03

Общие ИГ молока, мг/мл 4,19 ± 0,3 3,59 ± 0,6 1,5 ± 0,2

ЦИК молока, мг/мл 0,675 ± 0,02 0,547 ± 0,004 0,298 ± 0,02

2‑я опытная группа

Общая бак. обсемененность, КОЕ/мл 3,21∙105 ± 0,3 4,9∙104 ± 0,2 4,2∙104 ± 0,2

Количество соматических клеток тыс/мл 3133,0 ± 52,0 846,7 ± 32,1 553,3 ± 30,6

Лизоцим, мкг/мл 0,521 ± 0,02 0,661 ± 0,01 0,728 ± 0,02

Общие ИГ молока, мг/мл 7,4 ± 0,1 5,19 ± 0,1 3,25 ± 0,2

ЦИК молока, мг/мл 0,570 ± 0,02 0,467 ± 0,03 0,385 ± 0,05

Контроль

Общая бак. обсемененность, КОЕ/мл 2,4∙105 ± 0,1 5,1∙105 ± 0,2 7,2∙105 ± 0,3

Количество соматических клеток тыс/мл 2798,21 ± 144,13 3989,7 ± 46,9 4815,61 ± 37,2

Лизоцим, мкг/мл 0,519 ± 0,03 0,675 ± 0,02 0,420 ± 0,01

Общие ИГ молока, мг/мл 5,09 ± 0,3 6,35 ± 0,3 6,77 ± 0,2

ЦИК молока, мг/мл 0,423 ± 0,01 0,667 ± 0,03 0,811 ± 0,03

Анализируя полученные результаты исследова‑
ния секрета молочной железы, можно сделать вы‑
вод о мобилизации иммунной системы. Об этом 
свидетельствует снижение количества циркули‑
рующих иммунных комплексов, повышение лизо‑
цимной активности и постепенное снижение коли‑
чества общих иммуноглобулинов. Вследствие дей‑
ствия последних факторов наблюдалось снижение 
микробной контаминации секрета молочной же‑
лезы [6, 7]. Уменьшение количества соматических 
клеток напрямую связано со снижением количе‑
ства циркулирующих иммунных комплексов [8].

При исследовании морфологического состава 
молочной железы было установлено снижение чис‑
ла нейтрофилов в первой группе на 52,6 %, во вто‑
рой на 27,9 % (табл. 2). Также стоит отметить уве‑
личение количества лимфоцитов в первой группе 
в 2,1 раз, во второй на 65,7 %. Таким образом, из‑
менения морфологического состава секрета молоч‑

ной железы имеет решающее значение. Важным яв‑
ляется не количество клеток, а их видовой состав, 
т. к. количество соматических клеток в молоке и их 
дифференциация по видам могут служить допол‑
нительными критериями при прогнозе и монито‑
ринге распространения мастита.

Интерферон, содержащийся в  Миксофероне 
воздействует на клеточные звенья иммунной систе‑
мы: стимулирует литическую активность лимфоци‑
тов, специфических цитотоксичных Т-лимфоцитов 
и макрофагов, влияет на образование специфиче‑
ских антител В-лимфоцитами и стимулирует вы‑
работку собственного интерферона альфа. Наряду 
с этим количество лимфоцитов в контрольной груп‑
пе незначительно уменьшалось, а нейтрофилов уве‑
личивалось. Увеличение числа лимфоцитов, а так‑
же снижение сегментоядерных нейтрофилах свиде‑
тельствует об угасании воспалительных процессов 
и выздоровлении молочной железы [6, 9].
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		  Таблица 2 
Морфологический состав секрета молочной железы

№ группы Дни отбора
Нейтрофилы

Эозиноф. Моноц. Лимфоц.
Палочкояд. Сегмен-тояд.

1

До опыта 1,0 ± 0,02 65,3 ± 8,4 0,3 ± 0,01 1,0 ± 0,02 32,3 ± 9,0

7 день после 
окончания 

лечения
0,8 ± 0,01 31,0 ± 7,4 1,75 ± 0,02 0 66,5 ± 7,3

2

До опыта 0,6 ± 0,01 68,4 ± 8,4 1,0 ± 0,01 1,2 ± 0,02 28,9 ± 3,2

7 день после 
окончания 

лечения
0 49,3 ± 2,4 1,5 ± 0,03 1,25 ± 0,1 47,9 ± 2,5

3

До опыта 0,5 ± 0,01 63,1 ± 3,3 2,0 ± 0,03 1,2 ± 0,01 33,0 ± 3,1

7 день после 
окончания 

опыта
1,3 ± 0,01 66,4 ± 2,6 1,8 ± 0,1 1,5 ± 0,02 29,3 ± 2,6

До опыта в группе № 1 из пяти проб Staph. au-
reus был выделен в 4 пробах, в двух были выде‑
лены возбудители Klebsiella pneumoniae,1 проба 
с Ent.faecicum и 1 проба Staph.epidermidis, E.coli. 
В группе № 2 и контроля в 3пробах обнаруженыE.
coli, Staph. aureus, в 1 пробе Klebsiella pneumonia. 
В группе контроля в 3 пробах выявили Staph. au-
reus, в 2 пробах Klebsiella pneumonia, Staph.epider-
midis, Ent.faecicum (рис. 1).

Для наблюдения динамики освобождения 
вымени от возбудителей мастита после лече‑

ния были отобраны пробы от этих же животных. 
В  группе № 1 Staph. aureusвыделен в  4 пробах, 
Klebsiellapneumonia, Staph.epidermidis, Ent.faeci-
cum, были обнаружены в пробах от трех животных. 
В группе № 2 Staph. aureusвыявлен у трех живот‑
ных, E. coliобнаружена в двух пробах, у одной ко‑
ровы обнаружен возбудитель Klebsiellapneumonia. 
В группе контроля в 3 пробах обнаружен Staph. au-
reus, Staph.epidermidisвыявлен у  трех животных, 
Klebsiellapneumonia, E. coli, Ent.faecicumвыделили 
из трех разных проб (рис. 2).
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Рис. 1. Состав микрофлоры до лечения
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Спустя неделю после окончания лечения в груп‑
пе № 1 из 5 проб удалось выделить возбудителя 
Staph. aureus только в 4 пробах, в одной пробе пато‑
генные микроорганизмы не обнаружены. В группе 
№ 2 Staph. aureusбыл обнаружен у трех коров, E.coli 

у двух животных, в одной пробе обнаружен возбу‑
дитель Klebsiella pneumonia. В группе контроля в 3 
пробах выявлен Staph. aureus, E.coli и Staph.epider-
midis были обнаружены у двух животных, Klebsiella 
pneumonia обнаружен в одной пробе (рис. 3).
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Рис. 3. Состав микрофлоры через неделю после лечения

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований было 

установлено, что совместное использование ком‑
бинированной мази «Уберосепт» и  препарата 
«Миксоферон» оказывает более выраженное те‑
рапевтическое действие, чем монотерапия толь‑
ко наружным препаратом. Установлено иммунно‑
моделирующее действие данной схемы лечения, 

снижение контаминации молока микроорганиз‑
мами и уменьшение числа соматических клеток. 
Стоит также отметить большее влияние комплекс‑
ной мази на иммунитет молочной железы. Об этом 
свидетельствует выраженное снижение циркулиру‑
ющих иммунных комплексов в секрете молочной 
железы, а также общих иммуноглобулинов. В ис‑
следуемых пробах молока от коров, которым при‑
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меняли мазь «Уберосепт» совместно с препаратом 
«Миксоферон», отмечено улучшение микробиоло‑
гического фона. В одном случае было установле‑
но полное освобождение от возбудителей мастита, 
в остальных случаях в пробах молока присутство‑
вал только Staph.aureus. Данный микроорганизм 
известен своей возможностью инкапсулироваться 
в глубоких структурах вымени, что сильно услож‑
няет терапию мастита, вызванного данным возбу‑
дителем.
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Abstract. The objective of this study was to determine the state of nonspecific resistance of the mammary gland 
in cows in a comparative aspect under the effect of the ointment “Uberosept” + “Mixoferon” and the camphor 
ointment + “Mixoferon” during the treatment of mastitis in cows. The results of the studies indicate that after 
treatment in both experimental groups, the degree of microbial contamination and the number of somatic cells in 
milk samples decreased to reference values. At the same time, in the animals treated with the combination oint‑
ment + “Mixoferon”, the total bacterial load decreased by 10 times, and the number of somatic cells decreased 
by 7 times. At the same time, an increase in lysozyme by 35.8 % in the secretion of the mammary gland was ob‑
served, a decrease in the amount of total immunoglobulins by 64.2 %, and circulating immune complexes — by 
55.9 %. The study of the morphological composition of the mammary gland revealed a significant decrease in the 
number of neutrophils by 52.6 % and an increase in the number of lymphocytes by 2.1 times.
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Providing the population with high-quality and safe 
products is the most important task for agriculture. One 
of the most developed branches of livestock farming is 
dairy farming. The most common cause of decreased 
milk quality and decreased production is bovine mas‑
titis. Among cattle diseases, mastitis is the disease with 
probably the greatest effect on animal welfare, as well 
as on the economy of the farm [1]. Currently, the ad‑
ministration of antibiotics is the most common method 
of treating mastitis in cattle. However, this strategy has 
some disadvantages, including the lack of treatment ef‑
ficacy due to the emergence of pathogen resistance, as 
well as the rejection of milk with the presence of an an‑
tibiotic [2, 3]. However, it is worth considering that the 
constant administration of drugs inside the nipple ca‑
nal leads to dysbiosis and irritation of the udder tissue. 
Subsequently, this can lead to a significant decrease 
in milk production and the development of mastitis of 
fungal etiology [4]. Treatment with intracisternal anti‑
biotics is the most common method of treating masti‑
tis, but far from the only one. One of the most promis‑
ing is the use of transdermal agents, which are mostly 
represented by ointments. To treat bovine subclinical 

mastitis, irritating ointments are often used to apply to 
the skin of the affected quarter of the udder. Most of 
them are represented by products based on camphor, 
ichthyol, salicylic acid, iodine and others [5]. The use 
of transdermal drugs should also be comprehensive, 
because the use of monotherapy is not always effec‑
tive in the treatment of bovine mastitis. Therefore, the 
use of complex therapy, including immunostimulat‑
ing agents and antimicrobial ointments, can increase 
the efficacy of the treatment measures. When design‑
ing more effective drugs, one should take into account 
the immunological aspects of the pathogenesis of bo‑
vine mastitis, the relationship between local factors 
of protection of the udder and the immune system of 
the animal’s body.

The objective of our research was to study the 
effect of the complex ointment and an immunostimu‑
lant on humoral and cellular resistance factors of the 
mammary gland in cows.

MATERIAL AND METHODS
The studies were carried out on Red-Motley 

Holstein and Simmental cows with subclinical mas‑
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titis in the conditions of LLC “Agrotech-Garant”, 
Zadonye, Ramonskiy r., Voronezh region. Three (3) 
groups of cows of 10 animals each were formed. For 
the treatment of subclinical mastitis, the animals of the 
first group were treated with the combination ointment 
“Uberosept” for 5 days, 1 time per day and injected 
with the immunomodulatory drug “Mixoferon” accord‑
ing to the instructions (30 doses (3.0 ml) intramuscu‑
larly twice a day for 7 days). The cows of the second 
group were treated with the camphor ointment 10.0 % 
for 5 days, 1 time per day, and were also injected with 
“Mixoferon” according to the instructions. The third 
group was the negative control group. The ointment 
was applied after milking, having previously cleaned 
the skin of the udder, in compliance with the rules of 
asepsis. The assessment of the state of nonspecific re‑
sistance of the mammary gland in cows when using a 
complex ointment and an immunostimulant was car‑
ried out on the basis of morphoimmunological and bac‑
teriological studies of milk taken before and after the 
termination of the therapy course.

The morphological composition of the secretion 
was determined in smears, which were prepared ac‑
cording to the method for determining the cellular 
composition of the secretion of the udder of cows, 
immunological studies of the secretion of the udder 
were carried out by generally accepted methods ac‑
cording to approved methods, bacteriological stud‑
ies in accordance with the Methodical Instructions 
for the Bacteriological Study of Milk and Secretion of 
the Udder of Cows (M., 1983). Somatic cells in milk 
were counted using the DeLaval somatic cell counter.

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
Morphological indicators, a number of immuno‑

logical indicators of mammary gland secretion, as well 
as the composition of microorganisms were selected 
as the criteria for the effect of the proposed treatment 

regimens on the humoral and cellular factors of resis‑
tance of the mammary gland of cows.

In the first experimental group, a 92.6 % decrease 
in total bacterial contamination was found in the secre‑
tions of the mammary gland on the first day after the 
treatment course. A week after the end of treatment, the 
total bacterial count increased slightly and amounted 
to 8.2∙104 CFU/ml, which is by 90.6 % less than before 
treatment. The number of somatic cells during the ex‑
periment decreased significantly by 3.9 times. A week 
after the treatment termination, the number of somat‑
ic cells was by 7.3 times lower than before treatment. 
Milk lysozyme was by 31.7 % higher 1 day after the 
end of treatment, and by 35.8 % higher in a week. Total 
milk immunoglobulins decreased throughout the ex‑
periment in the first group, so after day 7 of treatment 
their number decreased by 14.3 %, and on day 14 after 
the treatment onset — by 64.2 %. The number of CIC 
decreased by 19.0 % after the treatment course, which 
was subsequently followed by a decrease in their con‑
centration to 0.298 mg/ml, which was by 55.9 % less 
than before treatment (Table 1).

In the experimental group No. 2, a decrease in total 
bacterial contamination by 84.7 % was found 7 days 
after treatment and a week after the last day of using 
Mixoferon — by 86.9 %. The number of somatic cells 
after the treatment course decreased by 3.7 times, and 
a week after its completion by 5.7 times. There was an 
increase in lysozyme in the secretion of the mamma‑
ry gland by 26.8 % by day 8; in another week, it and 
its content amounted to 0.728 μg/ml, which was by 
39.7 % more than before the experiment. The amount 
of total immunoglobulins gradually decreased by day 
8 of the experiment by 29.9 %, and by day 14 — by 
56.1 %. Over the experiment course, the number of 
circulating immune complexes in the second experi‑
mental group decreased by 18.1 %, and subsequent‑
ly — by 32.5 %. (Table 1)

		  Table 1 
Indicators of nonspecific resistance of mammary gland secretion

Indicator Before experi‑
ment

After treatment, 
on d 8

A week after the 
experiment

1 2 3 4

Experimental group 1

Total bacterial contamination, CFU/ml 8.7∙105 ± 3.5 6.4∙104 ± 2.1 8.2∙104 ± 0.9

Number of somatic cells ths/ml 2968.0 ± 46.7 743.5 ± 21.7 406.5 ± 29.8

Lysozyme, µg/ml 0.461 ± 0.03 0.675 ± 0.02 0.718 ± 0.03
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Table 1 (the end)

1 2 3 4

Total Ig of milk, mg/ml 4.19 ± 0.3 3.59 ± 0.6 1.5 ± 0.2

Milk CIC, mg/ml 0.675 ± 0.02 0.547 ± 0.004 0.298 ± 0.02

Total bacterial contamination, CFU/ml 3.21∙105 ± 0.3 4.9∙104 ± 0.2 4.2∙104 ± 0.2

Number of somatic cells ths/ml 3133.0 ± 52.0 846.7 ± 32.1 553.3 ± 30.6

Lysozyme, µg/ml 0.521 ± 0.02 0.661 ± 0.01 0.728 ± 0.02

Total Ig of milk, mg/ml 7.4 ± 0.1 5.19 ± 0.1 3.25 ± 0.2

Milk CIC, mg/ml 0.570 ± 0.02 0.467 ± 0.03 0.385 ± 0.05

Control

Total bacterial contamination, CFU/ml 2.4∙105 ± 0.1 5.1∙105 ± 0.2 7.2∙105 ± 0.3

Number of somatic cells ths/ml 2798.21 ± 144.13 3989.7 ± 46.9 4815.61 ± 37.2

Lysozyme, µg/ml 0.519 ± 0.03 0.675 ± 0.02 0.420 ± 0.01

Total Ig of milk, mg/ml 5.09 ± 0.3 6.35 ± 0.3 6.77 ± 0.2

Milk CIC, mg/ml 0.423 ± 0.01 0.667 ± 0.03 0.811 ± 0.03

In the control group, a gradual increase in total 
bacterial contamination was observed up to 200.0 %. 
The number of somatic cells also increased by 72.1 %. 
Among the immunological indicators, it is worth not‑
ing the increase in CIC by 91.7 %.

Analyzing the results of the study of mammary 
gland secretions, we can conclude that the immune 
system is mobilized. This is evidenced by a decrease 
in the number of circulating immune complexes, an in‑
crease in lysozyme activity and a gradual decrease in 
the amount of total immunoglobulins. Due to the ac‑
tion of the latter factors, a decrease in microbial con‑
tamination of mammary gland secretions was observed 
[6, 7]. A decrease in the number of somatic cells is di‑
rectly related to a decrease in the number of circulat‑
ing immune complexes [8].

When studying the morphological composition of 
the mammary gland, a decrease in the number of neu‑
trophils by 52.6 % in the first group was found, in the 
second — by 27.9 % (Table 2). It is also worth not‑
ing the increase in the number of lymphocytes in the 
first group by 2.1 times, in the second — by 65.7 %.

Thus, changes in the morphological composition 
of mammary gland secretion are of critical importance. 
What is important is not the number of cells, but their 
species composition, because the number of somatic 

cells in milk and their differentiation by type can serve 
as additional criteria for predicting and monitoring the 
spread of mastitis.

The interferon contained in “Mixoferon” affects the 
cellular components of the immune system: it stimu‑
lates the lytic activity of lymphocytes, specific cyto‑
toxic T-lymphocytes and macrophages, affects the for‑
mation of specific antibodies by B-lymphocytes and 
stimulates the production of their own interferon al‑
pha. Along with this, the number of lymphocytes in 
the control group decreased slightly, and the number 
of neutrophils increased. 

An increase in the number of lymphocytes, as well 
as a decrease in segmented neutrophils, indicates the 
extinction of inflammatory processes and recovery of 
the mammary gland [6, 9].

Before the experiment, in group No. 1, Staph. au-
reus was isolated in 4 out of 5 samples, in two ones 
there were isolated the pathogens of Klebsiella pneu-
moniae, in 1 sample — Ent. Faecicum, and in 1 sam‑
ple — Staph. epidermidis, E.coli. In group No. 2 and 
control, E. coli, Staph. aureus were found in 3 sam‑
ples, in 1 sample — Klebsiella pneumonia. In the con‑
trol group, Staph. Aureus was detected in 3 samples, 
in 2 samples — Klebsiella pneumonia, Staph. epider-
midis, Ent.faecicum (Fig. 1)
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		  Table 2 
Morphological composition of mammary gland secretion

Group No. Days of 
sampling

Neutrophils
Eosinophils Monocytes Lymphocytes

Stab Segmented

1

Before 
experiment 1.0 ± 0.02 65.3 ± 8.4 0.3 ± 0.01 1.0 ± 0.02 32.3 ± 9.0

D7 after the 
treatment 

termination
0.8 ± 0.01 31.0 ± 7.4 1.75 ± 0.02 0 66.5 ± 7.3

2

Before 
experiment 0.6 ± 0.01 68.4 ± 8.4 1.0 ± 0.01 1.2 ± 0.02 28.9 ± 3.2

D7 after the 
treatment 

termination
0 49.3 ± 2.4 1.5 ± 0.03 1.25 ± 0.1 47.9 ± 2.5

3

Before 
experiment 0.5 ± 0.01 63.1 ± 3.3 2.0 ± 0.03 1.2 ± 0.01 33.0 ± 3.1

D7 after the 
experiment 
termination

1.3 ± 0.01 66.4 ± 2.6 1.8 ± 0.1 1.5 ± 0.02 29.3 ± 2.6
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Fig. 1. Microflora composition before treatment

To observe the dynamics of the recovery of the ud‑
der from mastitis pathogens after treatment, samples 
were taken from the same animals. In group No. 1, 
Staph. aureus was isolated in 4 samples, Klebsiella 
pneumonia, Staph. epidermidis, Ent. faecicum were 
found in the samples from three animals. In group 
No. 2, Staph. aureus was detected in three animals, E. 
coli was found in two samples, and the pathogen of 

Klebsiella pneumonia was detected in one cow. In the 
control group, Staph. aureus was detected in 3 sam‑
ples, Staph. epidermidis was detected in three animals, 
Klebsiella pneumonia, E. coli, Ent. faecicum were iso‑
lated from three different samples (Fig. 2).

A week after the treatment termination, in group 
No. 1, it was possible to isolate the pathogen Staph. au-
reus only in 4 out of 5 samples; no pathogenic micro‑
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organisms were found in one sample. In group No. 2, 
Staph. aureus was detected in three cows, E. coli — 
in two animals, and the pathogen Klebsiella pneumo-
nia was found in one sample. 

In the control group, Staph. aureus was detected in 
3 samples, E. coli and Staph. epidermidis were detect‑
ed in two animals, Klebsiella pneumonia was found in 
one sample (Fig. 3).
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Fig. 2. Microflora composition after treatment

0
0.5

1
1.5

2
2.5

3
3.5

4
4.5

Group 1 Group 2 Control

E.coli

Staph. Aureus

Klebsiella pheumoniae

Staph. Epidermidis

Fig. 3. Microflora composition a week after treatment

CONCLUSION
As a result of the studies, it was found that the com‑

bined use of the combination ointment “Uberosept” 
and the drug “Mixoferon” has a more pronounced ther‑
apeutic effect than monotherapy with only an external 
drug. The immune-modeling effect of this treatment 
regimen has been established, reducing the contami‑
nation of milk with microorganisms and reducing the 
number of somatic cells. It is also worth noting the 
greater effect of the complex ointment on the immuni‑

ty of the mammary gland. This is evidenced by a pro‑
nounced decrease in circulating immune complexes in 
the secretion of the mammary gland, as well as in to‑
tal immunoglobulins. In the studied milk samples from 
cows that were treated with the ointment “Uberosept” 
together with the drug “Mixoferon”, an improvement in 
the microbiological background was noted. In one case, 
complete recovery from mastitis pathogens was estab‑
lished; in other cases, only Staph. aureus was present 
in the milk samples. This microorganism is known for 
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its ability to be encapsulated in the deep structures of 
the udder, which greatly complicates the treatment of 
mastitis caused by this pathogen.
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Аннотация. Цель исследования заключалась в проведение анализа вирома кишечника свиней с различ‑
ной конверсией корма. В качестве объектов исследования выступали две условные группы свиней на от‑
корме, отличающиеся значением показателя конверсии корма (высокая конверсия «А» и низкая конверсия 
«Б»). Наибольшей распространенностью в кишечнике свиней обеих групп характеризовались вирусы, от‑
носящиеся к типу Uroviricota (более 40 %). На уровне семейства доминирующими вирусами оказались 
представители Podoviridae (36 %). Особенностью вирусного микробиома свиней из группы А было обна‑
ружение в его составе вирусов семейств Alloherpesviridae, Alternaviridae, Herpesviridae, Partitiviridae и Polyd‑
naviridae. Отличительной особенностью вирома кишечника у группы Б являлись идентифицированные 
виды семейства Mimiviridae. Полученные результаты на данный момент не могут свидетельствовать о су‑
ществовании зависимости между отдельными вирусными таксонами в кишечнике свиней и показателем 
конверсии корма. Такие данные требуют дальнейшего и более углубленного изучения.
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Определение оптимальной величины конвер‑
сии корма является главной стратегией, способ‑
ствующей эффективному ведению сельского хо‑
зяйства [1]. Высокие значения коэффициента кон‑
версии приводят к нерациональной экономической 
политике животноводческого предприятия за счет 
повышения затрат на производство и снижения вы‑
хода конечного продукта. Таким образом, расчет 
и поддержание на производстве низкого значения 
параметра конверсии корма способствует решению 

проблемы и  является фактором экономического 
роста на свинокомплексах. Это способствует ми‑
нимизации затрат на производство свиней и приво‑
дит к хорошим показателям мясопроизводства [2]. 
Помимо кормления, большую роль в поддержании 
здоровья животных оказывают такие факторы как 
генетика поголовья, болезни заразной и незаразной 
этиологии, неадекватная терапия, неправильное со‑
держание и др. Такие показатели напрямую нега‑
тивно влияют на состояние кишечника животных, 



Ветеринарный фармакологический вестник • № 4 (25) • 2023	 107

Анализ вирома кишечника свиней группы откорма с различной конверсией корма

его микрофлору, которая, в свою очередь, являет‑
ся индикатором здоровья поголовья [3]. Это объяс‑
няется тем, что кишечная микробиота продуциру‑
ет незаменимые ферменты и субстраты питатель‑
ных веществ для жизни свиней [4].

Желудочно-кишечный тракт млекопитающих 
населен различными организмами, в число кото‑
рых входят бактерии и археи, представители эука‑
риот, а  также вирусы [5, 6]. Их взаимосвязь ме‑
жду собой и с организмом-хозяином обеспечивает 
здоровое функционирование органов пищевари‑
тельной системы, а  также играет существенную 
роль в формировании иммунитета [7]. Виром ки‑
шечника животных, в частности, свиней, на сего‑
дняшний день подвержен детальному изучению 
[8, 9]. Известно, что вирусы, населяющие кишеч‑
ный тракт преимущественно представлены бакте‑
риофагами, которые оказывают большое значение 
в  формирование бактериальных сообществ [10]. 
Важный вклад вирусов в кишечный микробиом, 
а, следовательно, и здоровье животных, необходи‑
мо учитывать при организации и рациональном ве‑
дении сельского хозяйства [11].

Цель исследования оценить виром кишечника 
свиней, принадлежащих к группам с разным коэф‑
фициентом конверсии корма методом высокопро‑
изводительного секвенирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЕ

В качестве объектов исследования выступали 
(n = 12) клинически здоровые свиньи в период от‑
корма. Животных разделили на 2 группы соглас‑
но коэффициенту конверсии корма: (n = 6) — низ‑
кая конверсия корма (А) со средним коэффициен‑
том конверсии 2,00 и (n = 6) — высокая конверсия 
корма (Б) со средним коэффициентом конверсии 
2,22. Материалом для изучения вирома кишечни‑
ка являлись фекалии, полученные из прямой киш‑
ки стерильными зондами. Для экстракции ДНК 
из образцов использовали коммерческий набор 
HiPure DNA Micro Kit (Magen, Гуанчжоу, Китай). 
Выделение проводили согласно протоколу про‑
изводителя. Библиотеки секвенирования готови‑
ли по следующему протоколу: ДНК фрагменти‑
ровали с  использованием набора MGIEasy Fast 
FS Library Prep Module (MGI, Шэньчжэнь, Китай) 
с  последующей очисткой магнитными частица‑
ми MGIEasy DNA Clean Beads (MGI, Шэньчжэнь, 
Китай). Лигирование адаптеров проводили с ком‑
плектом адаптеров A для праймеров MGIEasy UDB 
(MGI, Шэньчжэнь, Китай) и ПЦР-амплификацией. 

Качество библиотеки ДНК оценивали с использо‑
ванием Qubit и набора Qubit dsDNA HS Assay Kit 
(Invitrogen, Уолтем, Массачусетс, США).

Дальнейшую циркуляризацию одной нити осу‑
ществляли с использованием модуля MGIEasy Dual 
Barcode Circularization Module (MGI, Шэньчжэнь, 
Китай). Окончательные библиотеки были объеди‑
нены и секвенированы с использованием платфор‑
мы секвенирования MGI DNBSEQ-G50 с моделью 
проточной ячейки для секвенирования DNBSEQ-
G50RS: FCL (MGI, Шэньчжэнь, Китай). Для со‑
здания DNB использовался набор для высокопро‑
изводительного секвенирования DNBSEQ-G50RS. 
Качество необработанных метагеномных дан‑
ных оценивали с помощью инструмента FastQC. 
Технические последовательности и базы низкого 
качества (Q < 30) были обрезаны с помощью fastp. 
Таксономическое профилирование образцов было 
выполнено с использованием Kraken2 со стандарт‑
ными базами данных вирусов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИСЛЕДОВАНИЯ
Исследование вирома кишечника здоро‑

вых свиней осуществлялось путем проведе‑
ния высокопроизводительного секвенирования. 
Биоинформатический анализ нуклеотидных после‑
довательностей в сумме позволил выявить 315 271 
ридов.

Анализируя последовательности относитель‑
но того типа, к которому относятся вирусы, было 
идентифицировано 7 филумов: Duplornaviricota, 
Kitrinoviricota, Nucleocytoviricota, Peploviricota, 
Pisuviricota, Preplasmiviricota и Uroviricota. Часть 
вирусов не могла быть отнесена к  какому-либо 
конкретному типу, в связи, с чем была объедине‑
на в общую группу «Неклассифицированные ви‑
русы» (рис. 1).

Самым обильным типом в вироме кишечника 
свиней двух групп оказался Uroviricota, их содер‑
жание превышало 40 % от всей численности виру‑
сов. Следующими по распространенности филума‑
ми были Duplornaviricota и Kitrinoviricota (среднее 
значение для обеих групп составило17 % и 14 % со‑
ответственно). Содержание представителей групп 
Preplasmiviricota и  «Неклассифицированные ви‑
русы» не превышало 8 %. Вирусы, относящиеся 
к типу Nucleocytoviricota, доминировали в группе 
Б (16 %), а их содержание в группе А составляло 
менее 2 %. Типы Peploviricota и Pisuviricota были 
детектированы только в группе А.

Распределение семейств в вирусном микробио‑
ме представлено на рисунке 2.
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Рис. 1. Относительная обильность типов вирусов в кишечниках свиней
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Рис. 2. Относительная обильность семейств вирусов в кишечника свиней
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Биоинформатический анализ позволил выявить 
15 семейств вирусов в кишечнике: Adenoviridae, 
Alloherpesviridae, Alternaviridae, Flaviviridae, 
Herelleviridae, Herpesviridae, Mimiviridae, 
Myoviridae, Pandoraviridae, Parti t iviridae, 
Phycodnaviridae, Podoviridae, Polydnaviridae, 
Siphoviridae и Totiviridae. Наибольшей обильно‑
стью в вироме кишечника характеризовалось се‑
мейство Podoviridae. Относительное содержа‑
ние вирусов для двух групп в среднем составляло 
порядка 36 %. Особенностью вирусного микро‑
биома свиней из группы А было присутствие ви‑
русов семейств Alloherpesviridae, Alternaviridae, 
Herpesviridae, Partitiviridae и  Polydnaviridae. 
Относительное содержание вирусов каждого из 
этих семейств оставляло 2,4 %. Также характер‑

ным отличием микробиома группы А от микробио‑
ма группы Б являлось высокая обильность предста‑
вителей семейства Siphoviridae, чье процентное со‑
держание составляло 17 % и 4 % соответственно. 
Особенностью микробиома группы Б было иденти‑
фицированные виды семейства Mimiviridae, а так‑
же повышенное содержание в  вироме семейства 
Phycodnaviridae. Тем не менее, статистически зна‑
чимых различий между двумя группами не было 
обнаружено.

При рассмотрении доминирующего семейства 
подробнее, было идентифицировано 15 разновид‑
ностей вирусов, встречающихся в вироме кишеч‑
ника свиней. Необходимо отметить, что 13 из них 
удалось идентифицировать до штамма одного вида 
crAssphage sp. (рис. 3).
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Рис. 3. Распространенность вирусов семейства Podoviridae в кишечнике свиней

Известно, что бактериофаг crAssphage пред‑
ставляет собой двуцепочечную ДНК, заключенную 
в кольцо [12]. Вирус активно используется в каче‑
стве индикатора загрязнения окружающей среды 
фекалиями [13, 14]. Это объясняется тем, что crAss-
phage распространен повсеместно и является од‑
ним из главных компонентов кишечного метагено‑
ма млекопитающих, в том числе и свиней [15, 16]. 
Что касается нашего исследования, то в  кишеч‑
ном вироме группы А зафиксировано преоблада‑
ние штамма crAssphage cr124_1 над остальными 

идентифицированными таксонами. Значение от‑
носительной обильности составило 31 %. В то же 
время, в  группе Б не было выявлено конкретно‑
го преобладающего штамма. В этой выборке наи‑
более распространенными стали представители 
crAssphage cr116_1, crAssphage cr124_1 и crAss-
phage cr7_1 со значениями относительной обиль‑
ности 15 %, 16 % и 13 % соответственно.

Еще одним идентифицированным представи‑
телем семейства Podoviridae стал IAS virus. Его со‑
держание в обеих группах составило менее 5 %. 



110	 Ветеринарный фармакологический вестник • № 4 (25) • 2023

М. Ю. Сыромятников, С. В. Шабунин, Е. Ю. Нестерова, М. И. Гладких, Ю. Д. Смирнова, И. Ю. Буракова…

Относительная обильность в  группе А  соответ‑
ствовала 3,6 %, а в группе Б 4,6 %. Известно, что 
в  структуре ДНК у  родственных бактериофагов 
crAss и IAS преобладающее большинство вариа‑
бельных нуклеотидных последовательностей рас‑
положена в области, ответственной за кодирование 
хвостовых волокон и шипов. 

Такие особенности указывают на высокую ва‑
риабельность рецепторов и белков, что способству‑
ет представителям данного семейства обладать вы‑
сокой вирулентностью [17].

На рисунке 4 представлено видовое разнооб‑
разие представителей семейства Siphoviridae, вы‑
явленные в результате анализа вирома кишечника 
свиней с разными показателями конверсии корма. 
Характерной особенностью бактериофагов, при‑
надлежащих к данному семейству, является хорошо 
развитый адгезивный аппарат, который располага‑
ется на дистальном конце длинного несжимающе‑
гося хвоста. Сцепление с клеткой-хозяина проис‑
ходит за счет специфических рецепторов белковой 
или углеводной природы [18].
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Рис. 4. Распространенность вирусов семейства Siphoviridae в кишечнике свиней

Продемонстрирована неоднородность встре‑
чаемости конкретного вида в двух изучаемых груп‑
пах. Так в группе А были детектированы штаммы 
Lactobacillus phage phiadh (39 %), Lactobacillus 
prophage Lj928 (4 %) и Lactobacillus prophage 
Lj965 (48 %), тогда как в группе Б они отсутство‑
вали. При этом Streptomyces phage Omar был вы‑
явлен только в группе Б, его относительная обиль‑
ность составила 13 %. Под действием активных 
веществ ряда антибиотиков в кишечнике свиней 
может осуществляться индукция профагов [19]. 
Штаммы Faecalibacterium virus Oengus и Gordonia 
virus Jace были распространены в обеих группах, 
однако в группе Б их процентное содержание пре‑
обладало над группой А и составило 27 % и 55 % 
соответственно.

Изучение вирусного таксономического раз‑
нообразия кишечника свиней позволило иденти‑
фицировать до вида еще 5 семейств Adenoviridae, 
Flaviviridae, Herelleviridae, Phycodnaviridae 
и Myoviridae (рис. 5).

Вирусы Porcine mastadenovirus A и Porcine 
mastadenovirus C, пренадлежащие к  семейству 
Adenoviridae были выявлены в  группах свиней 
с разным показателем конверсии корма. Так Porcine 
mastadenovirus A детектирован только в группе Б, 
а Porcine mastadenovirus C только в группе А, их от‑
носительное содержание составило 13,7 % и 13,3 % 
соответственно. Аденовирусы представлены раз‑
нообразным генетическими потенциалом и  ли‑
ниями, в связи с этим разные представители этого 
сообщества способны поражать один и тот же ор‑
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ганизм хозяина одновременно. Изучено около 150 
серотипов аденовирусов [20]. Доказано, что виру‑
сы семейства Adenoviridae детектируются у каждо‑
го крупного класса позвоночных животных, в том 
числе и свиней [21].

Похожая с  описанным выше случаем карти‑
на характерна и  для представителей семейства 
Myoviridae. Так штамм Faecalibacterium virus 
Lagaffe был выявлен только у свиней из группы Б 

(5,7 %), а вирусы Lactobacillus phage KC5a (6,6 %), 
Lactobacillus phage phi jlb1 (6,6 %) и Lactobacillus 
prophage Lj771 (20 %) только у  животных, при‑
надлежащих к  группе А. Основной отличитель‑
ной характеристикой бактериофагов семейства 
Myoviridae от других вирусных частиц является 
наличие подвижного хвоста, который способен со‑
кращаться, благодаря чему происходит проникно‑
вение вируса в клетку хозяина [22].
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Рис. 5. Распространенность вирусов различных видов в кишечнике свиней

В данной выборке из 5 семейств наиболее 
обильным содержанием характеризовался вирус 
Bamaga virus из семейства Flaviviridae, его от‑
носительное содержание составило 34 % в груп‑
пе Б. Что касаемо группы А, Bamaga virus также 
присутствовал, но процент относительного содер‑
жания был ниже (20 %). Еще одним представите‑
лем данного семейства стал Mogiana tick virus, ко‑
торый был обнаружен только у свиней, принадле‑
жавших к  группе А  (6,6 %). По своей структуре 
семейство Flaviviridae представляет собой сферу, 
которая представлена одноцепочечной положитель‑
ной цепью РНК [23]. Bamaga virus был идентифи‑
цирован в начале 2000 годов и активно изучался 
на протяжении двух десятилетий [24]. Было уста‑
новлено, что вирус способен реплицироваться не 
во всех клеточных линиях позвоночных, напри‑
мер, организмы курицы и обезьяны не подверже‑
ны заражению [25].

Bacillus virus Mater стал единственным пред‑
ставителем семейства Herelleviridae и был иденти‑
фицирован в обеих группах. Относительное содер‑

жание для группы А составило 13 %, а для груп‑
пы Б 17 %. Установлено, что штаммы семейства 
Herelleviridae являются стафилококковыми бак‑
териофагами, то есть проявляют вирусную актив‑
ность к бактериям рода Staphylococcus [26].

Представителей семейства Phycodnaviridae 
вирусы Dishui lake phycodnavirus 1 (5,7 %) 
и Orpheovirus IHUMI—LCC2 (22,9 %) были обна‑
ружены в образцах, полученных от группы Б, тогда 
как в группе А не было идентифицировано штам‑
ма Dishui lake phycodnavirus 1. Для представите‑
лей семейства Phycodnaviridae характерно наличие 
разнообразных геномов, в которых присутствуют 
большие кластеры некодирующих нуклеотидных 
последовательностей [27].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, исследование вирома кишеч‑

ника свиней с разным показателем конверсии кор‑
ма позволило выявить 7 филумов вирусов, к ко‑
торым относятся 15 семейств и  33 вида. Самым 
многочисленным типом в вироме кишечника сви‑



112	 Ветеринарный фармакологический вестник • № 4 (25) • 2023

М. Ю. Сыромятников, С. В. Шабунин, Е. Ю. Нестерова, М. И. Гладких, Ю. Д. Смирнова, И. Ю. Буракова…

ней двух групп оказался тип Uroviricota (более 
40 %). Наибольшей обильностью на уровне се‑
мейств характеризовалось Podoviridae (36 % для 
обеих групп). Особенностью вирусного микро‑
биома свиней из группы А было присутствие ви‑
русов семейств Alloherpesviridae, Alternaviridae, 
Herpesviridae, Partitiviridae и  Polydnaviridae. 
Особенностью микробиома группы Б было иден‑
тифицированные виды семейства Mimiviridae. 
Среди всех обнаруженных видов доминировал 
штамм crAssphage cr124_1 (31 %), принадлежа‑
щий к  семейству Podoviridae у  свиней из груп‑
пы А. Статистически значимых различий в груп‑
пах с низкой и высокой конверсией корма не было 
выявлено и вероятно конверсия корма обусловле‑
на другими факторами, не связанными с виромом 
кишечника свиней.
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Determining the optimal feed conversion rate is 
the main strategy for efficient farming [1]. High val‑
ues of the conversion rate lead to an irrational eco‑
nomic policy of the livestock enterprise by increas‑
ing production costs and reducing the yield of the fi‑
nal product. Thus, calculating and maintaining a low 
value of the feed conversion parameter in production 
helps solve the problem and is a factor in economic 
growth in pig breeding farms. This helps to minimize 
the cost of pig production and leads to good meat pro‑
duction performance [2]. In addition to feeding, the 
factors such as livestock genetics, diseases of conta‑
gious and non-contagious etiology, inadequate thera‑
py, improper keeping, etc. play a major role in main‑

taining animal health. Such indicators directly nega‑
tively affect the condition of the animalsʼ intestines, 
their microflora, which, in turn, is an indicator of live‑
stock health [3]. This is explained by the fact that the 
intestinal microbiota produces essential enzymes and 
nutrient substrates for the life of pigs [4].

The gastrointestinal tract of mammals is inhabit‑
ed by various organisms, including bacteria and ar‑
chaea, representatives of eukaryotes, and viruses [5,6]. 
Their relationship with each other and with the host 
organism ensures the healthy functioning of the diges‑
tive system and also plays a significant role in the for‑
mation of immunity [7]. The intestinal virome of ani‑
mals, in particular pigs, is currently subject to detailed 
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study [8,9]. It is known that viruses inhabiting the in‑
testinal tract are predominantly represented by bacte‑
riophages, which are of great importance in the for‑
mation of bacterial communities [10]. The important 
contribution of viruses to the intestinal microbiome, 
and, consequently, the health of animals, must be tak‑
en into account when organizing and rationally man‑
aging agriculture [11].

The objective of the study was to evaluate the in‑
testinal virome of pigs belonging to groups with var‑
ious feed conversion rates using high-throughput se‑
quencing.

MATERIAL AND METHODS
The subjects of the study were (n = 12) clinically 

healthy pigs during the fattening period. The animals 
were divided into 2 groups according to the feed con‑
version rate: (n = 6) — low feed conversion (A) with 
an average conversion rate of 2.00 and (n = 6) — high 
feed conversion (B) with an average conversion rate of 
2.22. The material for studying the intestinal virome 
was feces obtained with sterile probes from the rectum.

A commercial HiPure DNA Micro Kit (Magen, 
Guangzhou, China) was used to extract DNA from 
the samples. Isolation was carried out according to the 
manufacturer’s protocol. Sequencing libraries were pre‑
pared using the following protocol: DNA was fragment‑
ed using the MGIEasy Fast FS Library Prep Module 
kit (MGI, Shenzhen, China), followed by magnetic 
purification with MGIEasy DNA Clean Beads (MGI, 
Shenzhen, China). Adapter ligation was performed with 
MGIEasy UDB Primer Adapter Kit A (MGI, Shenzhen, 
China) and PCR amplification. DNA library quality was 
assessed using Qubit and the Qubit dsDNA HS Assay 
Kit (Invitrogen, Waltham, MA, USA).

Further single-strand circularization was per‑
formed using the MGIEasy Dual  Barcode 
Circularization Module (MGI, Shenzhen, China). 
The final libraries were pooled and sequenced using 
the MGI DNBSEQ-G50 sequencing platform with 
the DNBSEQ-G50RS sequencing flow cell model: 
FCL (MGI, Shenzhen, China). The DNBSEQ-G50RS 
high-throughput sequencing kit was used to generate 
DNBs. The quality of raw metagenomic data was as‑
sessed using the FastQC tool. Technical sequences and 
low quality bases (Q < 30) were trimmed using fastp. 
Taxonomic profiling of samples was performed using 
Kraken2 with standard virus databases.

STUDY RESULTS
The intestinal virome of healthy pigs was studied 

using high-throughput sequencing. Bioinformatics 

analysis of nucleotide sequences allowed us to identi‑
fy a total of 315271 reads.

By analyzing the sequences relative to the phylum 
to which the viruses belong, 7 phyla were identified: 
Duplornaviricota, Kitrinoviricota, Nucleocytoviricota, 
Peploviricota, Pisuviricota, Preplasmiviricota and 
Uroviricota. Some viruses could not be attributed to 
any specific type, and therefore were combined into 
the common group “Unclassified viruses” (Fig. 1).

The most abundant type in the intestinal virome 
of pigs of two groups was Uroviricota, its abundance 
exceeded 40 % of the total number of viruses. The 
next most common phyla were Duplornaviricota and 
Kitrinoviricota (the average for both groups was 17 % 
and 14 %, respectively). The abundance of representa‑
tives of the groups Preplasmiviricota and “Unclassified 
viruses” did not exceed 8 %. Viruses belonging to the 
phylum Nucleocytoviricota dominated in group B 
(16 %), and their abundance in group A was less than 
2 %. The phyla Peploviricota and Pisuviricota were 
detected only in group A.

The distribution of families in the viral microbi‑
ome is presented in Fig. 2.

Bioinformatics analysis revealed 15 families of vi‑
ruses in the intestine: Adenoviridae, Alloherpesviridae, 
Alternaviridae, Flaviviridae, Herelleviridae, 
Herpesv i r idae ,  Mimiv i r idae ,  Myovi r idae , 
Pandoraviridae, Partitiviridae, Phycodnaviridae, 
Podoviridae, Polydnaviridae, Siphoviridae and 
Totiviridae. The family Podoviridae was character‑
ized by the greatest abundance in the intestinal virome. 
The relative abundance of viruses for the two groups 
averaged about 36 %. A feature of the viral microbi‑
ome of pigs from group A was the presence of virus‑
es from the families Alloherpesviridae, Alternaviridae, 
Herpesviridae, Partitiviridae and Polydnaviridae. The 
relative abundance of viruses of each of these fami‑
lies was 2.4 %. A typical difference between the mi‑
crobiome of group A and the microbiome of group 
B was the high abundance of representatives of the 
family Siphoviridae, the percentage of which was 
17 % and 4 %, respectively. A feature of the microbi‑
ome of group B was the identified species of the fam‑
ily Mimiviridae, as well as an increased abundance of 
the family Phycodnaviridae in the virome. However, 
no statistically significant differences were found be‑
tween the two groups.

Taking a closer look at the dominant family, 15 vi‑
rus species were identified as occurring in the porcine 
intestinal virome. It should be noted that 13 of them 
were identified as a strain of one species crAssphage 
sp. (Fig. 3).
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Fig. 1. Relative abundance of virus types in pig intestines
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Fig. 2. Relative abundance of virus families in the intestine of pigs
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Fig. 3. Prevalence of viruses of the family Podoviridae in the intestines of pigs

It is known that the bacteriophage crAssphage is a 
double-stranded DNA enclosed in a ring [12]. The vi‑
rus is actively used as an indicator of environmental 
contamination with feces [13, 14]. This is explained 
by the fact that crAssphage is ubiquitous and is one of 
the main components of the intestinal metagenome of 
mammals, including pigs [15, 16]. As for our study, 
the predominance of the strain crAssphage cr124_1 
over the other identified taxa was recorded in the in‑
testinal virome of group A. The relative abundance val‑
ue was 31 %. At the same time, no specific predomi‑
nant strain was identified in group B. In this sample, 
the most common representatives were crAssphage 
cr116_1, crAssphage cr124_1 and crAssphage cr7_1 
with relative abundance values of 15 %, 16 % and 
13 %, respectively.

Another identified representative of the fami‑
ly Podoviridae was IAS virus. Its abundance in both 
groups was less than 5 %. The relative abundance in 
group A corresponded to 3.6 %, and in group B — 
4.6 %. It is known that in the DNA structure of re‑
lated bacteriophages crAss and IAS, the overwhelm‑
ing majority of variable nucleotide sequences are lo‑
cated in the region responsible for coding tail fibers 
and spines. Such features indicate high variability of 
receptors and proteins, which contributes to the rep‑
resentatives of this family being highly virulent [17].

Figure 4 shows the species diversity of representa‑
tives of the family Siphoviridae, identified as a result 
of analysis of the intestinal virome of pigs with vari‑
ous feed conversion rates. A typical feature of bacte‑
riophages belonging to this family is a well-developed 
adhesive apparatus, which is located at the distal end 
of a long, non-compressible tail. Adhesion to the host 
cell occurs due to specific receptors of protein or car‑
bohydrate nature [18].

The heterogeneity of occurrence of a particular 
species in the two studied groups was demonstrat‑
ed. Thus, in group A, the strains Lactobacillus phage 
phiadh (39 %), Lactobacillus prophage Lj928 (4 %) 
and Lactobacillus prophage Lj965 (48 %) were de‑
tected, while in group B they were absent. At the same 
time, Streptomyces phage Omar was detected only in 
group B, its relative abundance was 13 %. Under the 
effect of active substances of a number of antibiotics, 
prophage induction can occur in the intestines of pigs 
[19]. The strains of Faecalibacterium virus Oengus 
and Gordonia virus Jace were common in both groups, 
but in group B their percentage prevailed over group 
A and amounted up to 27 % and 55 %, respectively.

The study of the viral taxonomic diversity of 
the pig intestine allowed us to identify 5 more fam‑
ilies Adenoviridae, Flaviviridae, Herelleviridae, 
Phycodnaviridae and Myoviridae to species (Fig. 5).
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Fig. 4. Prevalence of viruses of the family Siphoviridae in the intestines of pigs
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Fig. 5. Prevalence of viruses of various types in the intestines of pigs

Porcine mastadenovirus A and Porcine mastade-
novirus C, belonging to the family Adenoviridae, were 
identified in groups of pigs with different feed conver‑
sion rates. Thus, Porcine mastadenovirus A was de‑
tected only in group B, and Porcine mastadenovirus C 
only in group A, their relative abundance was 13.7 % 
and 13.3 %, respectively. Adenoviruses are represent‑
ed by a variety of genetic potential and lineages; there‑

fore, different representatives of this community are 
able to infect the same host organism at the same time. 
About 150 serotypes of adenoviruses have been stud‑
ied [20]. It has been proven that viruses of the family 
Adenoviridae are detected in every major class of ver‑
tebrate animals, including pigs [21].

A picture similar to the case described above is also 
typical for representatives of the family Myoviridae. 
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Thus, the strain Faecalibacterium virus Lagaffe was 
detected only in pigs from group B (5.7 %), and the vi‑
ruses Lactobacillus phage KC5a (6.6 %), Lactobacillus 
phage phi jlb1 (6.6 %) and Lactobacillus prophage 
Lj771 (20 %) only in the animals belonging to group 
A. The main distinguishing characteristic of bacterio‑
phages of the family Myoviridae from other viral par‑
ticles is the presence of a mobile tail, which is capa‑
ble of contracting, due to which the virus penetrates 
the host cell [22].

In this sample of 5 families, the most abundant vi‑
rus was Bamaga virus from the family Flaviviridae, its 
relative abundance was 34 % in group B. As for group 
A, Bamaga virus was also present, but the percent‑
age of relative abundance was lower (20 %). Another 
representative of this family was Mogiana tick virus, 
which was found only in the pigs belonging to group 
A (6.6 %). In its structure, the family Flaviviridae is a 
sphere, which is represented by a single-stranded pos‑
itive strand of RNA [23]. Bamaga virus was identified 
in the early 2000s and has been extensively studied 
for two decades [24]. It was found that the virus is not 
able to replicate in all vertebrate cell lines; for exam‑
ple, chicken and monkey organisms are not suscepti‑
ble to infection [25].

Bacillus virus Mater became the only representa‑
tive of the family Herelleviridae and was identified in 
both groups. The relative abundance for group A was 
13 %, and for group B — 17 %. It has been established 
that the strains of the family Herelleviridae are staphy‑
lococcal bacteriophages, that is, they exhibit viral activ‑
ity against bacteria of the genus Staphylococcus [26].

Representatives of the family Phycodnaviridae, 
Dishui lake phycodnavirus 1 (5.7 %) and Orpheovirus 
IHUMI—LCC2 (22.9 %), were detected in the samples 
obtained from group B, while no Dishui lake phycod-
navirus 1 strain was identified in group A. The repre‑
sentatives of the family Phycodnaviridae are charac‑
terized by the presence of diverse genomes, in which 
large clusters of non-coding nucleotide sequences are 
present [27].

CONCLUSION
Thus, a study of the intestinal virome of pigs with 

various feed conversion rates made it possible to iden‑
tify 7 phyla of viruses, which include 15 families and 
33 species. The most numerous type in the intestinal 
virome of pigs of two groups was the type Uroviricota 
(more than 40 %). 

The highest abundance at the family level was 
characterized by Podoviridae (36 % for both groups). 
A feature of the viral microbiome of pigs from group 

A was the presence of viruses from the families 
Alloherpesviridae, Alternaviridae, Herpesviridae, 
Partitiviridae and Polydnaviridae. A feature of the mi‑
crobiome of group B was the identified species of the 
family Mimiviridae. Among all detected species, the 
dominant strain was crAssphage cr124_1 (31 %), be‑
longing to the family Podoviridae, in pigs from group 
A. No statistically significant differences were detect‑
ed in the groups with low and high feed conversion 
and feed conversion is likely due to other factors not 
related to the intestinal virome of pigs.
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Аннотация. Целью работы стала оценка бактерий рода Staphylococcus, выделенных из молока коров боль‑
ных маститом, на присутствие в них генов антибиотикорезистентности. В ходе работы обнаружено 17 ге‑
нов устойчивости к противомикробным препаратам различных спектров действия. Во всех проанализи‑
рованных образцах были обнаружены гены резистентности к тетрациклинам, бета-лактамам и линкозами‑
дам. Среди генов устойчивости к тетрациклинам ген Tet(K) встречался во всех исследуемых образцах. Ген 
blaTEM оказался доминирующим среди генов устойчивости к бета-лактамам (присутствие в 100 % образ‑
цов). Ген резистентности к линкозамиду lnuA был обнаружен у 100 % проб. Показано, что гены устойчи‑
вости к эритромицину msrA и ermC также присутствовали в исследуемых образцах рода Staphylococcus 
и составили 27 % и 14 % соответственно. Ген устойчивости к аминогликозидам aph(3′)-Ia (присутствие 
в 27 % образцов), преобладал в пробах Staphylococcus по сравнению с геном aacA-D (присутствие в 5 % 
образцов). Распространенность генов устойчивости к хлорамфениколу floR и кларитромицину CLR была 
не так выражена и составила 5 %. Процентное содержание гена резистентности к макролидам mefA со‑
ставило 14 %. Данная работа показывает, что у бактерий рода Staphylococcus, выделенных из молока, цир‑
кулируют гены резистентности к различным классам антибиотиков, что необходимо учитывать при пла‑
нировании терапии маститов.
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Молоко представляет собой питьевой продукт, 
состоящий из большого разнообразия микро и ма‑
кроэлементов, среди которых белки, жиры, углево‑
ды, витамины, минералы, аминокислоты и т. д. [1]. 
Доминирующей микрофлорой молока является мо‑
лочнокислые бактерии, яркими представителями 
которых являются бактерии рода: Lactococcus spp, 
Lactobacillus spp, Leuconostoc spp, Streptococcus 
spp, Enterococcus spp. [2]. Помимо полезных бакте‑
рий молоко может содержать в своем составе дру‑
гие микроорганизмы, дрожжи и плесневые грибы, 

которые негативно влияют на качество продукта, 
вызывая порчу, и могут быть опасными для здоро‑
вья человека [3]. Ярким примером этого является 
способность психотелерантных микробов за счет 
выделения внеклеточных протеаз и липаз продол‑
жать жизнедеятельность в молоке даже при тем‑
пературе +4 °С [4].

Самым распространенным заболеванием мо‑
лочного скота является внутримаммарная инфек‑
ция (мастит), который оказывает влияние на ка‑
чество молока [5, 6]. Причиной развития данно‑
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го заболевания являются бактерии Streptococcus 
agalactiae и Staphylococcus aureus. Помимо этих 
микроорганизмов установлено, что мастит так‑
же вызывают: Escherichia coli, Streptococcus uber-
is, Klebsiella spp. и Prototheca spp. [7—9]. Для те‑
рапии и профилактики мастита крупного рогатого 
скота активно используются противомикробные 
препараты, что в свою очередь становится причи‑
ной появления генов резистентности у патогенных 
микроорганизмов к применяемым группам анти‑
биотиков [10, 11].

Цель исследования явилось изучение услов‑
но-патогенных бактерий рода Staphylococcus, изо‑
лированных от больных маститом коров, на нали‑
чие в них генов антибиотикорезистентности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования выступа‑

ли бактерии рода Staphylococcus, выделенные 
из 22  образцов молока коров больных маститом 
(табл. 1). Бактерии были верифицированы с помо‑
щью MALDI-TOF.

		  Таблица 1 
Изолированные из молока больных маститом коров бактерии рода Staphylococcus.

Номер образца Вид бактерии

1 Staphylococcus aureus

2 Staphylococcus aureus

3 Staphylococcus cromogenes

4 Staphylococcus aureus

5 Staphylococcus aureus

6 Staphylococcus haemolyticus

7 Staphylococcus aureus

8 Staphylococcus aureus

9 Staphylococcus aureus

10 Staphylococcus aureus

11 Staphylococcus aureus

12 Staphylococcus haemolyticus

13 Staphylococcus aureus

14 Staphylococcus haemolyticus

15 Staphylococcus aureus

16 Staphylococcus epidermidis

17 Staphylococcus aureus

18 Staphylococcus cromogenes

19 Staphylococcus aureus

20 Staphylococcus aureus

21 Staphylococcus haemolyticus

22 Staphylococcus cromogenes
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Экстракция бактериальной ДНК осуществля‑
лась коммерческим набором ПРОБА-ГС (ДНК-
технология, Россия) в соответствии с протоколом 
производителя.

Качественная ПЦР проводилась с  исполь‑
зованием 5X ScreenMix-HS реакционной смеси 
(Евроген, Россия) Температурный цикл варьиро‑
вал в  зависимости от используемых праймеров. 
Визуализация результатов ПЦР осуществлялась 
в 2 % агарозном геле.

Для детекции генов в качестве праймеров и зон‑
дов использовались уже опубликованные в между‑
народных научных изданиях олигонуклеотиды, 
которые были дополнительно верифицированы 
в системе NCBI Cenbank с помощью инструмента 
BLASTn (табл. 2).

Количественная ПЦР проводилась с  исполь‑
зованием коммерческой смеси 5Х qPCRmix-HS 
LowROX (Евроген, Россия). Детекция результа‑
тов проводилась по каналу флуоресценции FAM.

		  Таблица 2 
Праймеры и зонды, используемые при постановке ПЦР в реальном времени

Название Последовательность нуклеотидов

Mec-f
Mec-r
Mec-p

AAAGAACCTCTGCTCAACAAGT
TGTTATTTAACCCAATCATTGCTGTT

FAM—CCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACT-BHQ1

NDM-f
NDM-r
NDM-p

TTGGCGATCTGGTTTTCC
GGTTGATCTCCTGCTTGA

FAM-TGGCAGCACACTTCCTATCTCG-BHQ1

vanA-f
vanA-r
vanA-p

CTGTGAGGTCGGTTGTGCG
TTTGGTCCACCTCGCCA

FAM—CAACTAACGCGGCACTGTTTCCCAAT-BHQ1

Kpc-f
Kpc-r
Kpc-p

CGCAACTGTAAGTTACCG
CATGCCTGTTGTCAGATA

FAM—CCACTGTGCAGCTCATTCAAGG-BHQ1

floR-f
floR-r
floR-p

GGCAGGCGATATTCATTACT
CGAGAAGAAGACGAAGAAGG

FAM—CTAAAGCCGACAGTGTA-BHQ1

ampC-f
ampC-r
ampC-p

GGGAATGCTGGATGCACAA
CATGACCCAGTTCGCCATATC

FAM—CCTATGGCGTGAAAACCAACGTGCA-BHQ1

ermB-f
ermB-r
ermB-p

GGATTCTACAAGCGTACCTTGGA
GCTGGCAGCTTAAGCAATTGCT

FAM—CACTAGGGTTGCTCTTGCACACTCAAGTC-BHQ1

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
В результате анализа электрофореграмм и кри‑

вых флуоресценции 22  образцов бактерий рода 
Staphylococcus, изолированных от больных масти‑
том коров, было детектировано 17 генов антибиоти‑
корезистентности. Они соответствовали 8 группам 
антибиотиков, среди которых тетрациклины, бета-
лактамные антибиотики, аминогликозиды, эритро‑
мицин, хлорамфеникол, линкозамид, макролиды 
и кларитромицин (рис. 1).

Установлено, что гены устойчивости к антибио‑
тикам тетрациклиновой, бета-лактоманой и линкоз‑
амидной групп присутствовали во всех изученных 

образцах рода Staphylococcus (100 %). Процентное 
соотношение генов устойчивости к хлорамфенико‑
лу и кларитромицину в пробах было наименьшим 
и составляло 5 %. 

Что касается обнаруженных генов резистентно‑
сти к эритромицину и аминогликозиду, то их коли‑
чество в изученных образцах составило 36 и 32 % 
соответственно.

На рисунке 2 представлен пример электрофо‑
реграммы (образец под номером 13), у которого 
были выявлены гены антибиотикорезистентности 
к  тетрациклинам, бета-лактамам, эритромицину 
и аминогликозидам.
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Рис. 1. Распространенность генов антибиотико‑
резистентности у бактерий родов Staphylococ‑
cus, изолированных от больных маститом коров

Антимикробные препараты, в число которых 
входят: пенициллин, цефалоспорин, стрептомицин 
и тетрациклин активно применяются в качестве те‑
рапии и профилактики мастита коров, вызываемо‑
го грамположительными и  грамотрицательными 
бактериями [12]. Такие антибиотики повсемест‑
но назначаются животным для предупреждения 
мастита. Рост заболеваемости маститом поголо‑

вья приводит к еще более широкому применению 
противомикробных препаратов. Все это способ‑
ствует увеличению остаточных концентраций ан‑
тибиотиков в молоке, и развитию антибиотикоре‑
зистентности [12]. 

На рисунке 3 представлена распространенность 
генов устойчивости к тетрацикллинам (А) и бета-
лактамным антибиотикам (Б).

По результатам электрофореза удалось де‑
тектировать 5 генов устойчивости к тетрацикли‑
нам (А). Показано, что 100 % образцов бактерий 
рода Staphylococcus содержали в  своем составе 
ген устойчивости к  тетрациклинам Tet(K). Тогда 
как процентное содержание гена Tet(Z) и Tet(W) 
в исследуемых образцах составило 9 % и 5 % со‑
ответственно. Гены Tet(B) и Tet(M), были также 
обнаружены в исследуемых образцах, а их отно‑
сительное содержание было 27 % и 23 % соответ‑
ственно. Аналогичные результаты были получе‑
ны в Индонезии, где у вида Streptococcus agalacti-
ae, выделенного от больных маститом коров были 
обнаружены гены устойчивости к тетрациклинам 
[13]. Что касается выявленных 4 генов устойчиво‑
сти к бета-лактамам (Б), то доминирующим оказал‑
ся ген blaTEM, который был выявлен в 100 % об‑
разцов. Менее 50 % пришлось на blaKPC (32 %) 
и blaNDM (14 %), а процентное содержание гена 
blaZ составило 59 %.

Рис. 2. Электрофореграмма, отражающая распространенность генов антибиотикорезистентности в 13 об‑
разце бактерий рода Staphylococcus, изолированном от больных маститом коров

Известны результаты исследования, проведен‑
ного в Китае, в котором у стрептококка, полученно‑
го от коров с маститом, установлена 100 % чувстви‑
тельность к аминогликозидным антибиотикам [14]. 

Наше исследование позволило выявить гены анти‑
биотикорезистентности к противомикробным пре‑
паратам на основе аминогликозидов и эритромици‑
на в образцах бактерий рода Staphylococcus (рис. 4).
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	 А	 Б

Рис. 3. Распространенность генов антибиотикорезистентности к  тетрациктинам (А) и  бета-лактамным 
антибиотикам (Б) у бактерий родов Staphylococcus, изолированных от больных маститом коров

 
	 А	 Б

Рис. 4. Распространенность генов антибиотикорезистентности к аминогликозидам (А) и эритромицину (Б) 
у бактерий родов Staphylococcus, изолированных от больных маститом коров

Ген устойчивости к аминогликозидам aph(3′)-
Ia, доминировал в пробах Staphylococcus по срав‑
нению с геном aacA-D. Так в 27 % случаев было 
выявлено содержание гена aph(3′)-Ia, в  то вре‑
мя, как только 5 % приходилось на aacA-D (А). 
Обнаруженные гены резистентности к эритроми‑
цину msrA и ermC, составили 27 % и 14 % соот‑
ветственно (Б). В работе, проведенной на заводах 
Лахора, в Пакистане обнаружена похожая устойчи‑
вость к эритромицину у золотистого стафилокок‑
ка не только среди молочных коров, но и у буйво‑
лов, а также у доярок [15].

На рисунке 5 представлен график распростра‑
ненности генов антибиотикорезистентности floR, 
lnuA, mefA и CLR к хлорамфениколу, линкозами‑
дом, макролидом и кларитромицину соответствен‑
но. Продемонстрировано тотальное доминирова‑

ние гена lnuA в  исследуемых образцах бактерий 
рода Staphylococcus (100 %).

Распространенность генов устойчивости к хло‑
рамфениколу floR и кларитромицину CLR была не 
так высока и составила 5 %, а процентное содержа‑
ние гена резистентности к макролидам mefA соста‑
вило 14 %. Механизм действия генов lnuA и mefA 
обусловлен метилированием или мутацией сайта-
мишени, активным оттоком антибиотика или же 
инактивацией лекарственного средства [16].

Следует отметить, что одним из самых виру‑
лентных представителей рода Staphylococcus яв‑
ляется S. aureus. Он связан с пищевыми отравле‑
ниями, вызывает различные заболевания у людей 
и животных и в первую очередь ассоциирован с ма‑
ститом у крупного рогатого скота [17]. Выделяемые 
золотистым стафилококком энтеротоксины высо‑
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котолерантны к температурам и токсичны для ор‑
ганизма [18].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследования показали, что изо‑

лированные от больных маститом коров бактерии 
рода Staphylococcus содержат в своем составе боль‑

шое разнообразие генов устойчивости к антибиоти‑
кам различного спектра действия, среди которых: 
бета-лактамные антибиотики, аминогликозиды, 
эритромицин, хлорамфеникол, линкозамиды, ма‑
кролиды и кларитромицин. В 100 % образцов вы‑
явлены генам устойчивости к тетрациклинам, бета-
лактамным антибиотикам и линкозамидам.

Рис. 5. Распространенность генов антибиотикорезистентности floR, lnuA, mefA и CLR к антибиотикам 
хлорамфеникол, линкозамиды, макролиды и кларитромицину у бактерий родов Staphylococcus, изолиро‑

ванных от больных маститом коров
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Abstract. The objective of the work was to evaluate the bacteria of the genus Staphylococcus isolated from the 
milk of cows with mastitis for the presence of antibiotic resistance genes in them. During the work, 17 genes of re‑
sistance to antimicrobial drugs of various spectrums of action were discovered. Resistance genes to tetracyclines, 
beta-lactams and lincosamides were found in all samples analyzed. Among the tetracycline resistance genes, the 
gene Tet(K) was found in all studied samples. The gene blaTEM turned out to be dominant among beta-lactam re‑
sistance genes (presence in 100 % of samples). The lincosamide resistance gene lnuA was detected in 100 % of 
samples. It was shown that the erythromycin resistance genes msrA and ermC were also present in the studied sam‑
ples of the genus Staphylococcus and amounted to 27 % and 14 %, respectively. The aminoglycoside resistance 
gene aph(3′)-Ia (presence in 27 % of samples) predominated in Staphylococcus samples, compared to the gene aa‑
cA-D (presence in 5 % of samples). The prevalence of chloramphenicol resistance genes floR and clarithromycin 
CLR was less pronounced and amounted to 5 %. The percentage of the macrolide resistance gene mefA was 14 %. 
This work shows that in the bacteria of the genus Staphylococcus isolated from milk, there circulate resistance 
genes to various classes of antibiotics, which must be taken into account when planning treatment for mastitis.
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Milk is a drinking product consisting of a wide 
variety of micro and macroelements, including pro‑
teins, fats, carbohydrates, vitamins, minerals, ami‑
no acids, etc. [1]. The dominant microflora of milk 
is lactic acid bacteria, the prominent representatives 
of which are bacteria of the genus Lactococcus spp., 
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Streptococcus 
spp., Enterococcus spp. [2]. In addition to beneficial 
bacteria, milk may contain other microorganisms, yeast 
and mold fungi, which negatively affect the quality of 
the product, causing spoilage, and can be dangerous 
to human health [3]. A striking example of this is the 
ability of psychotelerant microbes, due to the secretion 
of extracellular proteases and lipases, to continue vi‑
tal activity in milk even at a temperature of +4 °C [4].

The most common disease in dairy cattle is in‑
tramammary infection (mastitis), which affects milk 
quality [5, 6]. The cause of this disease is the bacteria 
Streptococcus agalactiae and Staphylococcus aureus. 
In addition to these microorganisms, it has been estab‑
lished that mastitis is also caused by Escherichia coli, 
Streptococcus uberis, Klebsiella spp. and Prototheca 
spp. [7—9]. 

Antimicrobial drugs are actively used for the treat‑
ment and prevention of mastitis in cattle, which in turn 
causes the emergence of resistance genes in pathogen‑
ic microorganisms to the groups of antibiotics used 
[10, 11].

The objective of the research was to study the op‑
portunistic bacteria of the genus Staphylococcus iso‑
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lated from the cows with mastitis for the presence of 
antibiotic resistance genes in them.

MATERIAL AND METHODS
The objects of the study were the bacteria of the 

genus Staphylococcus isolated from 22 samples of 
milk from the cows with mastitis (Table 1). The bac‑
teria were verified using MALDI-TOF.

Bacterial DNA extraction was carried out with a 
commercial PROBA-GS kit (DNA technology, Russia) 
in accordance with the manufacturer’s protocol.

Qualitative PCR was carried out using a 5X 
ScreenMix-HS reaction mixture (Evrogen, Russia). 
The temperature cycle varied depending on the prim‑
ers used. Visualization of PCR results was carried out 
in a 2 % agarose gel.

		  Table 1 
Bacteria of the genus Staphylococcus isolated from milk of the cows with mastitis

Sample number Type of bacteria

1 Staphylococcus aureus

2 Staphylococcus aureus

3 Staphylococcus cromogenes

4 Staphylococcus aureus

5 Staphylococcus aureus

6 Staphylococcus haemolyticus

7 Staphylococcus aureus

8 Staphylococcus aureus

9 Staphylococcus aureus

10 Staphylococcus aureus

11 Staphylococcus aureus

12 Staphylococcus haemolyticus

13 Staphylococcus aureus

14 Staphylococcus haemolyticus

15 Staphylococcus aureus

16 Staphylococcus epidermidis

17 Staphylococcus aureus

18 Staphylococcus cromogenes

19 Staphylococcus aureus

20 Staphylococcus aureus

21 Staphylococcus haemolyticus

22 Staphylococcus cromogenes

For gene detection, oligonucleotides already pub‑
lished in international scientific publications were used 
as primers and probes, which were additionally veri‑

fied in the NCBI Genbank system using the BLASTn 
tool (Table 2).
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Quantitative PCR was carried out using a commer‑
cial mixture 5X qPCRmix-HS LowROX (Evrogen, 

Russia). Detection of the results was carried out us‑
ing the FAM fluorescence channel.

		  Table 2 
Primers and probes used in real-time PCR

Name Nucleotide sequence

Mec-f
Mec-r
Mec-p

AAAGAACCTCTGCTCAACAAGT
TGTTATTTAACCCAATCATTGCTGTT

FAM—CCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACT-BHQ1

NDM-f
NDM-r
NDM-p

TTGGCGATCTGGTTTTCC
GGTTGATCTCCTGCTTGA

FAM-TGGCAGCACACTTCCTATCTCG-BHQ1

vanA-f
vanA-r
vanA-p

CTGTGAGGTCGGTTGTGCG
TTTGGTCCACCTCGCCA

FAM—CAACTAACGCGGCACTGTTTCCCAAT-BHQ1

Kpc-f
Kpc-r
Kpc-p

CGCAACTGTAAGTTACCG
CATGCCTGTTGTCAGATA

FAM—CCACTGTGCAGCTCATTCAAGG-BHQ1

floR-f
floR-r
floR-p

GGCAGGCGATATTCATTACT
CGAGAAGAAGACGAAGAAGG

FAM—CTAAAGCCGACAGTGTA-BHQ1

ampC-f
ampC-r
ampC-p

GGGAATGCTGGATGCACAA
CATGACCCAGTTCGCCATATC

FAM—CCTATGGCGTGAAAACCAACGTGCA-BHQ1

ermB-f
ermB-r
ermB-p

GGATTCTACAAGCGTACCTTGGA
GCTGGCAGCTTAAGCAATTGCT

FAM—CACTAGGGTTGCTCTTGCACACTCAAGTC-BHQ1

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
As a result of the analysis of electropherograms 

and fluorescence curves of 22 samples of the bacteria 
of the genus Staphylococcus isolated from the cows 
with mastitis, 17 antibiotic resistance genes were de‑
tected. They corresponded to 8 groups of antibiotics, 
including tetracyclines, beta-lactam antibiotics, ami‑
noglycosides, erythromycin, chloramphenicol, lincos‑
amide, macrolides and clarithromycin (Fig. 1).

It was established that antibiotic resistance genes 
of the tetracycline, beta-lactoman and lincosamide 
groups were present in all studied samples of the ge‑
nus Staphylococcus (100 %). The percentage of resis‑
tance genes to chloramphenicol and clarithromycin in 
the samples was the lowest and amounted to 5 %. As 
for the detected resistance genes to erythromycin and 
aminoglycoside, their number in the studied samples 
was 36 % and 32 %, respectively.

Fig. 1. Prevalence of antibiotic resistance genes in 
the bacteria of the genus Staphylococcus isolated 

from the cows with mastitis
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Figure 2 shows an example of an electropherogram 
(sample number 13), in which genes for antibiotic re‑

sistance to tetracyclines, beta-lactams, erythromycin 
and aminoglycosides were identified.

Fig. 2. Electropherogram reflecting the prevalence of antibiotic resistance genes in the 13th sample of bacteria of 
the genus Staphylococcus isolated from the cows with mastitis

Antimicrobial drugs, which include penicillin, 
cephalosporin, streptomycin and tetracycline, are ac‑
tively used as treatment and prevention of cow masti‑
tis, caused by gram-positive and gram-negative bacte‑
ria [12]. Such antibiotics are widely prescribed to ani‑
mals to prevent mastitis. The increase in the incidence 

of mastitis in livestock leads to an even wider use of 
antimicrobial drugs. All this contributes to an increase 
in residual concentrations of antibiotics in milk and the 
development of antibiotic resistance [12]. Fig. 3 shows 
the prevalence of resistance genes to tetracyclines (A) 
and beta-lactam antibiotics (B).

 
	 A	 B

Fig. 3. Prevalence of antibiotic resistance genes to tetracyclines (A) and beta-lactam antibiotics (B) in the bacteria 
of the genus Staphylococcus isolated from the cows with mastitis

Based on the results of electrophoresis, it was pos‑
sible to detect 5 resistance genes to tetracyclines (A). 
It was shown that 100 % of samples of the bacteria of 
the genus Staphylococcus contained the tetracycline 
resistance gene Tet(K). 

While the percentage of the genes Tet(Z) and 
Tet(W) in the studied samples was 9 % and 5 %, re‑
spectively. The genes Tet(B) and Tet(M) were also de‑
tected in the studied samples, and their relative con‑
tent was 27 % and 23 %, respectively. Similar results 



Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 4 (25) • 2023	 133

Identification of antibiotic resistance genes in the bacteria of the genus Staphylococcus isolated from cow’s milk

were obtained in Indonesia, where tetracycline resis‑
tance genes were found in the species Streptococcus 
agalactiae isolated from the cows with mastitis [13]. 
As for the identified 4 beta-lactam resistance genes (B), 
the gene blaTEM turned out to be dominant, which was 
detected in 100 % of the samples. Less than 50 % were 
blaKPC (32 %) and blaNDM (14 %), and the percent‑
age of the gene blaZ was 59 %.

The results of a study conducted in China are 
known, in which streptococcus obtained from the cows 
with mastitis was found to be 100 % sensitive to ami‑
noglycoside antibiotics [14]. Our study allowed us to 
identify antibiotic resistance genes to antimicrobial 
drugs based on aminoglycosides and erythromycin in 
the samples of the bacteria of the genus Staphylococcus 
(Fig. 4).

 
	 A	 B

Fig. 4. Prevalence of antibiotic resistance genes to aminoglycosides (A) and erythromycin (B) in the bacteria of 
the genus Staphylococcus isolated from the cows with mastitis

Fig. 5. Prevalence of antibiotic resistance genes floR, lnuA, mefA and CLR to the antibiotics chloramphenicol, 
lincosamides, macrolides and clarithromycin in the bacteria of the genus Staphylococcus isolated from the cows 

with mastitis
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The aminoglycoside resistance gene aph(3′)-Ia 
was dominant in Staphylococcus samples, compared 
to the gene aacA-D. Thus, in 27 % of cases the content 
of the gene aph(3′)-Ia was detected, while only 5 % 
were aacA-D (A). The detected erythromycin resis‑
tance genes msrA and ermC were 27 % and 14 %, re‑
spectively (B). The research carried out at Lahore fac‑
tories in Pakistan detected similar resistance to eryth‑
romycin in Staphylococcus aureus not only among 
dairy cows, but also in buffaloes and milkmaids [15].

Figure 5 shows a graph of the prevalence of an‑
tibiotic resistance genes floR, lnuA, mefA and CLR to 
chloramphenicol, lincosamide, macrolide and clari‑
thromycin, respectively. The total dominance of the 
gene lnuA in the studied samples of the bacteria of 
the genus Staphylococcus (100 %) was demonstrated.

The prevalence of the chloramphenicol resistance 
gene floR and clarithromycin CLR was not so high and 
amounted to 5 %, and the percentage of the macrolide 
resistance gene mefA was 14 %. The mechanism of ac‑
tion of the genes lnuA and mefA is due to methylation 
or mutation of the target site, active efflux of the anti‑
biotic, or inactivation of the drug [16].

It should be noted that one of the most virulent 
representatives of the genus Staphylococcus is S. au-
reus. It is associated with food poisoning, causes var‑
ious diseases in humans and animals, and is primarily 
associated with mastitis in cattle [17]. Enterotoxins se‑
creted by Staphylococcus aureus are highly tempera‑
ture-tolerant and toxic to the body [18].

CONCLUSION
The results of the study showed that the bacteria 

of the genus Staphylococcus isolated from the cows 
with mastitis contained a wide variety of genes for re‑
sistance to antibiotics of various spectrum of action, 
including beta-lactam antibiotics, aminoglycosides, 
erythromycin, chloramphenicol, lincosamides, macro‑
lides and clarithromycin. Resistance genes to tetracy‑
clines, beta-lactam antibiotics and lincosamides were 
detected in 100 % of samples.
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Аннотация. Современные тенденции успешного развития отрасли овцеводства направлены на повыше‑
ние его экономической эффективности за счет максимального использования всех видов продукции. 
Важной статьей в общей структуре доходов отрасли овцеводства являются шерстная, шубно-меховая 
и кожевенная продукция. Вопросы изучения морфологических особенностей кожного покрова овец яв‑
ляется важной частью познания закономерностей индивидуального развития животных и их продук‑
тивности. Целью настоящего сообщения является изучение морфологии кожи у баранов русской длин‑
ношерстной породы в постнатальном онтогенезе. Толщина кожи в большей степени зависит от породы, 
возраста и пола овец. Исследования показали, что толщина кожи претерпевает значительные изменения 
в первые месяцы жизни животных: у баранов в возрасте четырех месяцев по сравнению с новорожден‑
ными общая толщина кожи увеличивается на 852 мкм, что составляет 43,4 % (Р ˂ 0,05). В дальнейшем 
продолжается увеличение толщины кожи и к 10 месяцам общая толщина кожи достигает почти макси‑
мального уровня. Толщина эпидермиса значительно увеличивается у десятимесячных баранов до 26 мкм 
на 18,2 % по сравнению с шестимесячными животными. На основании изучения толщины сетчатого 
слоя дермы, толщины пучков коллагеновых волокон в этом слое определены сроки морфологического 
созревания компонентов сетчатого слоя, что имеет важное практическое значение для технологии про‑
изводства овчин.
Ключевые слова: овцы, продуктивность, морфология кожи, постнатальный онтогенез
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Интерес к разведению полутонкорунных мясо-
шерстных овец обусловлен их высокой продуктив‑
ностью, скороспелостью, хорошими убойными ка‑
чествами и плодовитостью, что позволяет сохра‑
нять овцеводство как высокорентабельную отрасль 
сельскохозяйственного производства. Уровень 
и рост продуктивности овец во многом зависит от 
эффективности проводимой селекционной работы 
в овцеводческих хозяйствах и качества реализуе‑
мого племенного молодняка.

В процессе совершенствования пород овец 
представляется весьма важным и актуальным из‑
учение продуктивных и биологических особенно‑
стей животных по ряду основных хозяйственно-
полезных признаков.

Изучение формирования структуры кожи и ка‑
чества шерсти имеет не только общебиологиче‑
ское, но и  большое практическое значение, так 
как шерстный покров является основной их про‑
дукции. В связи с этим, проведенные исследова‑
ния позволяют подвести научную основу для пра‑
вильной разработки мероприятий, направленных 
на повышение производства шерсти, количество 
и качество которой в значительной степени зави‑
сит от структуры кожи.

В последние 10—15  лет кожа млекопитаю‑
щих являлась предметом многочисленных иссле‑
дований. Получено много новых данных об осо‑
бенностях строения кожи у различных животных. 
В обширной сводке [1], посвященной молекуляр‑
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ной и  структурной биологии волоса, представ‑
лены результаты экспериментов с  выделением 
стволовых клеток волоса и выращиванием воло‑
са в искусственных условиях. Глубокие гистоло‑
гические исследования кожного покрова млеко‑
питающих обобщены в многочисленных работах 
В. Е. Соколова [2].

У многих млекопитающих изучены видовые 
особенности кожи, волосяного покрова [3—7].

Большое количество работ по гистологии кожи 
и волосяного покрова выполнено различными спе‑
циалистами в  овцеводстве [8, 10]. В  племенных 
хозяйствах широко внедряется технология отбора 
ремонтных баранов с использованием гистологи‑
ческих тестов кожи по раннему прогнозированию 
истинной густоты и качества шерсти.

Несмотря на трудности определения гистологи‑
ческого строения кожи, ей следует уделять больше 
внимания, так как этот орган, оказывает непосред‑
ственное влияние на качество кожи и шерстного по‑
крова овец. Это позволит получить объективную 
оценку животным используемых в  селекционно-
племенной работе.

В настоящее время имеются большие дости‑
жения в области изучения кожи и шерстного по‑
крова у различных видов животных, однако мно‑
гие вопросы остаются [1, 9, 11] недостаточно из‑
ученными.

Целью настоящего сообщения является изуче‑
ние морфофункциональных показателей кожи у ба‑
ранов русской длинношерстной породы в постна‑
тальном онтогенезе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Использован материал от 59 баранов различ‑
ного возраста (табл.  1). Фрагменты кожи из об‑
ласти спины и боковой поверхности живота фик‑
сировали в  жидкостях Штиве, Буэна и Ценкера. 
Материал заливали в парафин. Тонкие парафино‑
вые срезы окрашивали гематоксилин-эозином, аза‑
ном по Гейденгайну, применяли окраску трихром-
ШИК. С помощью винтового окяляр-микрометра 
измеряли общую толщину кожи, толщину эпидер‑
миса, сосочкого и сетчатого слоев дермы (50 из‑
мерений для каждого животного). Кроме того, из‑
меряли толщину коллагеновых волокон (50 изме‑
рений для каждого животного). Для определения 
нормальности распределения в совокупности вы‑
борок использовали тест Колмогорова–Смирнова. 
Цифровые данные (толщина кожи и отдельных ее 
слоев) не имели нормального распределения и не 
было выявлено равенство дисперсий в сравнивае‑
мых группах и поэтому обрабатывались с приме‑
нением непараметрического Т-критерия Уайта. 
При уровне значимости P < 0,05 изменения счи‑
тали статистически значимыми. Для обработки 
результаты измерений толщины коллагеновых во‑
локон использовали параметрический t-критерий 
Стьюдента. Эти результаты удовлетворяли двум 
обязательным условиям применения параметри‑
ческого t-критерия Стьюдента (нормальность рас‑
пределения и равенство дисперсий в сравниваемых 
группах). При уровне значимости P < 0,05 измене‑
ния считали статистически значимыми.

		  Таблица 1 
Возрастные изменения толщины кожи у баранов

Возраст n Общая толщина 
кожи (мкм)

Толщина 
эпидермиса 

(мкм)

Толщина дермы 
(мкм)

Толщина 
подкожного 

жирового слоя 
(мкм)

0—15 сут. 5 1962 ± 46 21 ± 0,13 1746 ± 42 195 ± 2,93

4 мес. 6 2774 ± 47* 22 ± 0,13 2461 ± 48* 313 ± 8,06*

6 мес. 12 2814 ± 57* 22 ± 0,13 2472 ± 48* 342 ± 8,07*

10 мес. 10 3514 ± 64* 26 ± 0,12* 3116 ± 51* 398 ± 8,92

2 года 8 3603 ± 63 28 ± 0,13* 3094 ± 52 480 ± 9,12*

3 года 10 3645 ± 65 27 ± 0,12 3187 ± 56 458 ± 9,82

5 лет 8 3321 ± 61* 25 ± 0,14* 2898 ± 59 423 ± 9,67

	 *	Р ˂ 0,05 (непараметрический Т-критерий Уайта)
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Вопросы изучения морфологических особен‑

ностей кожного покрова овец является важной ча‑
стью познания закономерностей индивидуального 
развития животных и их продуктивности.

Возрастные изменения толщины кожи у бара‑
нов русской длинношерстной породы представ‑
лены в таблицах 1—2 и рисунках 1—3. Толщина 
кожи претерпевает значительные изменения в пер‑
вые месяцы жизни животных: у баранов в возра‑
сте четырех месяцев по сравнению с новорожден‑
ными баранами общая толщина кожи увеличива‑
ется на 812 мкм, что составляет 41,4 % (Р ˂ 0,05). 
В дальнейшем продолжается увеличение толщи‑
ны кожи и к 10 месяцам общая толщина кожи до‑

стигает почти максимального уровня. По сравне‑
нию с предыдущим периодом у десятимесячных 
баранов толщина кожи увеличивается на 700 мкм 
(24,9 %). У взрослых половозрелых животных тол‑
щина кожи изменяется мало (табл. 1), однако у ба‑
ранов в возраст 5 лет по сравнению с предыдущей 
возрастной группой общая толщина кожи умень‑
шается на 324 мкм, что составляет 9,8 %.

Толщина эпидермиса (рис. 2) значительно уве‑
личивается у десятимесячных баранов до 26 мкм 
или на 18,2 % по сравнению с  шестимесячны‑
ми животными. У  баранов в  возрасте двух-трех 
лет толщина эпидермиса почти не изменяется. 
Уменьшение толщины эпидермиса выявлено в ба‑
ранов в возрасте 5 лет (на 8 %; Р ˂ 0,05).

		  Таблица 2 
Возрастные изменения толщины дермы у баранов

Возраст
Толщина сосочко‑
вого слоя дермы 

(мкм)

Толщина сетчатого 
слоя дермы (мкм)

Соотношение 
сетчатого слоя 
к сосочковому

Диаметр пучков 
коллагеновых 
волокон (мкм)

0—15 сут. 794 952 1,20 11 ± 0,11

4 мес. 1096 1365 1,24 16 ± 0,13*

6 мес. 1038 1434 1,38 17 ± 0,12*

10 мес. 1248 1823 1,46 21 ± 0,13

2 года 1247 1847 1,48 27 ± 0,14*

3 года 1244 1943 1,56 25 ± 0,13

5 лет 1130 1768 1,56 20 ± 0,12

	 *	Р ˂ 0,001 (параметрический t-критерий Стьюдента)

Большое влияние на количество и качество про‑
дуцируемой шерсти, а также на товарные свойства 
кожи овец оказывают строение и функция дермы. 
Дерма у баранов включает сосочковый и сетчатый 
слои. Сосочковый слой, располагающийся непо‑
средственно под эпидермисом изменяется от 794 
до 1248 мкм (табл. 2). Сосочковый слой представ‑
лен рыхлой соединительной тканью, многочислен‑
ными кровеносными сосудами и различными со‑
единительнотканными клетками. Верхняя граница 
сосочкового слоя определяется легко (это нижняя 
часть эпидермиса), нижняя граница сосочкового 
слоя определяется по количеству и расположению 
пучков коллагеновых волокон. Сосочковый слой 
характеризуется наличием рыхлой соединитель‑
ной ткани, а сетчатый слой состоит из плотной, не‑

оформленной коллагеновой соединительной тка‑
ни, чаще всего верхние слои сетчатого слоя имеют 
горизонтальное направление коллагеновых воло‑
кон (рис. 1 А). Увеличение толщины сосочкового 
слоя отмечается у баранов в возрасте 6 и 10 меся‑
цев соответственно на 30,7 и 57,2 %. Увеличение 
составляет 244 и 454 мкм (Р ˂ 0,05).Степень раз‑
вития сосочкового слоя, его структура находятся 
взаимосвязи от густоты, длины, толщины колла‑
геновых волокон.

Аналогичные изменения претерпевает толщи‑
на сетчатого слоя дермы кожи. У баранов в воз‑
расте 4 и 6 месяцев толщина сетчатого слоя воз‑
растает соответственно на 413 и  482  мкм (43,4 
и  50,6 %) по сравнению с  новорожденными жи‑
вотными (табл. 2). 
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Рис. 1. Кожа барана. Возраст 4 месяца: 
А — сверху виден эпидермис (темная полоса). Ниже сосочковый слой (голубые стрелки). Черными стрелками обо‑
значен сетчатый (сечатый слой с поперечно разрезанными волосяными фолликулами (1), сальными (2) и потовыми 
железами (3); В — сечатый слой при большем увеличении. Фиксация: жидкость Штиве, окраска: гематоксилин-эозин, 

увеличение А — об. 20, ок. 10; В — об. 40, ок. 10
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Рис. 2. Кожа барана:
А — возраст новорожденные. Эпидермис включает 2—3 слоя эпителиальных клеток. Под эпителием виден сосочковый 
слой, в котором видны тонкие молодые коллагеновые волокна и фибробласты; В — возраст 4 месяца. Эпидермис 
почти в два раза превышает толщину эпидермиса предыдущего барана. В эпидермисе можно выделить 5—6 и более 
слоев клеток. Хорошо выражен роговой слой. Под эпидермисом виден сосочковый слой. Фиксация: жидкость Штиве, 

окраска: гематоксилин-эозин, увеличение об. 40, ок. 16
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Рис. 3. Кожа барана. Сетчатый слой дермы:
А — возраст новорожденные. Тонкие коллагеновые волокна имеют в основном горизонтальное направление; В — воз‑
раст 10 месяцев. Толстые пучки коллагеновых волокон переплетаются и имеют разное направление. Фиксация: жид‑

кость Штиве, окраска: гематоксилин-эозин, увеличение об. 40, ок. 16
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Различия статистически значимы (Р ˂ 0,05). 
У баранов в возрасте 2 и 3 года толщина сетчатого 
слоя дермы достигает максимального уровня (1847 
и 1943 мкм), однако у пятилетних баранов этот по‑
казатель снижается на 175 мкм (9,9 %). Подкожная 
жировая клетчатка максимально развита у трехлет‑
них баранов, превышая более чем в два раза толщи‑
ну подкожной жировой клетчатки у новорожден‑
ных животных (табл. 1). 

Соотношение толщины сетчатого слоя к тол‑
щине сосочкового слоя у новорожденных живот‑
ных составляет 1,20, но постепенно этот показатель 
увеличивается, достигая максимального значения 
у трех и пятилетних баранов (табл. 2). 

Особенно следует обратить внимание на разви‑
тие сетчатого слоя у баранов в постнатальном он‑
тогенезе. Как было уже отмечено, максимальная 
толщина сетчатого слоя выявлена у трехлетних ба‑
ранов. У баранов в возрасте 10 месяцев этот пока‑
затель почти в два раза превышает толщину сетча‑
того слоя у новорожденных животных.

Сетчатый слой представлен пучками коллаге‑
новых и эластических волокон сложного перепле‑
тения. Величина и характер вязи пучков являются 
важным породным признаком и определяют проч‑
ность кожи. Как показали исследования, с возра‑
стом изменяется диаметр и расположение пучков 
коллагеновых волокон сетчатого слоя. Толщина 
пучков коллагеновых волокон у  новорожденных 
баранов составляет всего 11 ± 0,11  мкм, но уже 
у четырехмесячных баранов толщина пучков кол‑
лагеновых волокон возрастает на 45,5 %. У ново‑
рожденных баранов (рис. 3) коллагеновые волок‑
на располагаются преимущественно горизонтально 
и лишь отдельные пучки направлены вертикально. 
У четырехмесячных баранов более 30 % волокон 
имеют вертикальное расположение, остальные го‑
ризонтально направлены. 

У  десятимесячных животных, как было уже 
отмечено, толщина пучков коллагеновых волокон 
увеличивается почти в два раза по сравнению с но‑
ворожденными животными, при этом отмечает‑
ся совершенствование вязи за счет разного их на‑
правления, образования многочисленных петель, 
переплетений. Аналогичное строение сетчатого 
слоя сохраняется баранов в  возрасте 2 и  3  года. 
У  пятилетних баранов наблюдается упрощение 
вязи и  уменьшение толщины пучков коллагено‑
вых волокон.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Гистологические исследования показатели, что 

изучение общей толщины кожи и ее слоев, соот‑
ношения сетчатого слоя к сосочковому, диаметра 
пучков коллагеновых волокон в возрастном аспек‑
те позволяет разрабатывать научно обоснованные 
мероприятия, направленные на повышение шерст‑
ной продуктивности и улучшение качества шубно-
мехового и кожевенного сырья.
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Abstract. Modern trends in the successful development of the sheep breeding industry are aimed at increasing 
its economic efficacy through the maximum use of all types of products. An important item in the overall income 
structure of the sheep breeding industry is wool, fur coats and leather products. The study of the morphological 
characteristics of the skin of sheep is an important part of understanding the patterns of individual development 
of animals and their productivity. The objective of this report is to study the morphology of the skin in rams of 
the Russian long-haired breed in postnatal ontogenesis. The thickness of the skin largely depends on the breed, 
age and gender of the sheep. The studies have shown that skin thickness undergoes significant changes in the first 
months of animal life: in the rams at the age of four months, compared to the newborns, the total skin thickness 
increases by 852 µm, which is 43.4 % (P ˂ 0.05). Subsequently, the increase in skin thickness continues and by 
10 months the total skin thickness reaches almost its maximum level. The thickness of the epidermis increases 
significantly in the rams at the age of ten months — up to 26 µm, by 18.2 %, compared to the six-month-old an‑
imals. Based on the study of the thickness of the reticular layer of the dermis and the thickness of the collagen fi‑
ber bundles in this layer, the timing of the morphological maturation of the components of the reticular layer has 
been determined, which is of great practical importance for the technology of sheepskin production.
Keywords: sheep, productivity, skin morphology, postnatal ontogenesis
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Interest in breeding semi-fine wool and wool-and-
meat producing sheep is due to their high productiv‑
ity, early maturity, good slaughter qualities and fer‑
tility, which allows sheep farming to remain a highly 
profitable branch of agricultural production. The lev‑
el and growth of sheep productivity largely depend on 
the efficacy of the selection work carried out on sheep 
farms and the quality of the sold of the young breeders.

In the process of improving sheep breeds, it seems 
very important and relevant to study the productive and 
biological characteristics of animals for a number of 
basic economically useful traits.

The study of the formation of skin structure and 
wool quality is not only of general biological, but also 
of great practical importance, since wool is their main 
product. In this regard, the conducted research allows 
us to provide a scientific basis for the correct devel‑
opment of measures aimed at increasing wool produc‑
tion, the quantity and quality of which largely depends 
on the skin structure.

In the last 10—15 years, mammalian skin has been 
the subject of numerous studies. Much new data have 
been obtained on the structural features of the skin 
in various animals. An extensive summary [1] on the 
molecular and structural biology of hair presents the 
results of experiments with the isolation of hair stem 
cells and growing hair under artificial conditions. In-
depth histological studies of the skin of mammals are 
summarized in numerous works by V. E. Sokolov [2].

The specific characteristics of the skin and hair 
have been studied in many mammals [3—7].

A large number of works on the histology of skin 
and hair have been carried out by various specialists 
in sheep breeding [8, 10]. At breeding farms, the tech‑
nology for selecting replacement rams using histolog‑
ical skin tests for early prediction of the true thickness 
and quality of wool is being widely introduced.

Despite the difficulties in determining the histolog‑
ical structure of the skin, more attention should be paid 
to it, since this organ has a direct effect on the quali‑
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ty of the skin and wool of sheep. This will allow us to 
obtain an objective assessment of the animals used in 
selection and breeding work.

Currently, there have been great achievements in 
the field of studying the skin and fur of various ani‑
mal species, but many issues remain [1, 9, 11] insuf‑
ficiently studied.

The objective of this report is to study the morpho‑
functional indicators of the skin in rams of the Russian 
long-haired breed in postnatal ontogenesis.

MATERIAL AND METHODS
Material from 59 rams of various ages was used 

(Table 1). Skin fragments from the back and lateral sur‑
face of the abdomen were fixed in Steve’s, Bouin’s and 
Zenker’s fluids. The material was embedded in paraf‑
fin. Thin paraffin sections were stained with hematox‑
ylin-eosin, Heidenhain’s azan, and trichrome-CHIС 
staining was used. Using an ocular micrometer, the 
total thickness of the skin, the thickness of the epider‑
mis, the papillary and reticular layers of the dermis 
were measured (50 measurements for each animal). 
In addition, the thickness of collagen fibers was mea‑
sured (50 measurements for each animal). To deter‑
mine the normality of distribution in the set of samples, 
the Kolmogorov–Smirnov test was used. Digital data 
(thickness of the skin and its individual layers) did not 
have a normal distribution, and equality of variances 
was not revealed in the compared groups, and there‑
fore, and the data were processed using the nonpara‑
metric White T test. At a significance level of P < 0.05, 
changes were considered statistically significant. To 
process the results of measurements of the thickness 
of collagen fibers, the parametric Student’s t-test was 

used. These results satisfied two mandatory conditions 
for using the parametric Student’s t-test (normality of 
distribution and equality of variances in the compared 
groups). At a significance level of P < 0.05, changes 
were considered statistically significant.

STUDY RESULTS
The study of the morphological characteristics of 

the skin of sheep is an important part of understand‑
ing the patterns of individual development of animals 
and their productivity.

Age-related changes in skin thickness in rams of 
the Russian long-haired breed are presented in Tables 
1—2 and Fig. 1—3. Skin thickness undergoes signif‑
icant changes in the first months of animal life: in the 
rams aged four months, compared to the newborn rams, 
the total skin thickness increases by 812 µm, which is 
41.4 % (P ˂ 0.05). Subsequently, the increase in skin 
thickness continues and by 10 months the total skin 
thickness reaches almost its maximum level. Compared 
to the previous period, skin thickness in the rams at 
the age of ten months increases by 700 µm (24.9 %). 
In adult sexually mature animals, the skin thickness 
changes little (Table 1), however, in the rams at the age 
of 5 years, compared to the previous age group, the to‑
tal skin thickness decreases by 324 µm, which is 9.8 %.

The thickness of the epidermis (Fig. 2) increases 
significantly in the rams at the age of ten months — 
up to 26 µm or by 18.2 %, compared to the animals at 
the age of six months. In the rams aged two to three 
years, the thickness of the epidermis remains almost 
unchanged. A decrease in the thickness of the epi‑
dermis was detected in the rams at the age of 5 years 
(by 8 %; P ˂ 0.05).

		  Table 1 
Age-related changes in skin thickness in rams

Age n Total skin 
thickness (µm)

Epidermal 
thickness (µm)

Dermis thickness 
(µm)

Thickness of the 
subcutaneous fat 

layer (µm)

0—15 d 5 1962 ± 46 21 ± 0.13 1746 ± 42 195 ± 2.93

4 mth 6 2774 ± 47* 22 ± 0.13 2461 ± 48* 313 ± 8.06*

6 mth 12 2814 ± 57* 22 ± 0.13 2472 ± 48* 342 ± 8.07*

10 mth 10 3514 ± 64* 26 ± 0.12* 3116 ± 51* 398 ± 8.92

2 yrs 8 3603 ± 63 28 ± 0.13* 3094 ± 52 480 ± 9.12*

3 yrs 10 3645 ± 65 27 ± 0.12 3187 ± 56 458 ± 9.82

5 yrs 8 3321 ± 61* 25 ± 0.14* 2898 ± 59 423 ± 9.67

	 *	Р ˂ 0.05 (White’s nonparametric T-test)
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		  Table 2 
Age-related changes in dermal thickness in sheep

Age
Thickness of the 

papillary layer of the 
dermis (µm)

Thickness of the 
reticular layer of the 

dermis (µm)

Ratio of reticular 
layer to papillary 

layer

Diameter of collagen 
fiber bundles (µm)

0—15 d 794 952 1.20 11 ± 0.11

4 mth 1096 1365 1.24 16 ± 0.13*

6 mth 1038 1434 1.38 17 ± 0.12*

10 mth 1248 1823 1.46 21 ± 0.13

2 yrs 1247 1847 1.48 27 ± 0.14*

3 yrs 1244 1943 1.56 25 ± 0.13

5 yrs 1130 1768 1.56 20 ± 0.12

	 *	Р ˂ 0.001 (Student’s parametric t-test)

The structure and function of the dermis have a 
great effect on the quantity and quality of the wool 
produced, as well as on the commercial properties of 
sheep skin. The dermis of sheep includes the papillary 
and reticular layers. The papillary layer, located direct‑
ly under the epidermis, varies from 794 to 1248 µm 
(Table 2). The papillary layer is represented by loose 
connective tissue, numerous blood vessels and vari‑
ous connective tissue cells. The upper border of the 
papillary layer is easily determined (this is the low‑
er part of the epidermis), the lower border of the pap‑
illary layer is determined by the number and location 
of collagen fiber bundles. The papillary layer is char‑
acterized by the presence of loose connective tissue, 
and the reticular layer consists of dense, unformed col‑
lagenous connective tissue; most often, the upper lay‑
ers of the reticular layer have a horizontal direction 
of collagen fibers (Fig. 1 A). An increase in the thick‑
ness of the papillary layer is observed in the rams at 
the age of 6 and 10 months, by 30.7 and 57.2 %, re‑
spectively. The increase is 244 and 454 µm (P ˂ 0.05). 
The degree of development of the papillary layer and 
its structure depend on the density, length and thick‑
ness of collagen fibers.

The thickness of the reticular layer of the skin der‑
mis undergoes similar changes. In the rams at the age 
of 4 and 6 months, the thickness of the reticular layer 
increases by 413 and 482 µm (43.4 and 50.6 %), re‑
spectively, compared to the newborn animals (Table 2). 
The differences are statistically significant (P ˂ 0.05). 
In the rams at the age of 2 and 3 years, the thickness 
of the reticular layer of the dermis reaches its maxi‑

mum level (1847 and 1943 μm), but in the rams at the 
age of 5 years this figure decreases by 175 μm (9.9 %). 
Subcutaneous fatty tissue is most developed in the rams 
at the age of three years, exceeding more than twice 
the thickness of subcutaneous fatty tissue in the new‑
born animals (Table 1). The ratio of the thickness of 
the reticular layer to the thickness of the papillary lay‑
er in newborn animals is 1.20, but gradually this fig‑
ure increases, reaching a maximum value in the rams 
at the age of three and five years (Table 2). Particular 
attention should be paid to the development of the re‑
ticular layer in rams in postnatal ontogenesis. As al‑
ready noted, the maximum thickness of the reticular 
layer was found in the rams at the age of three years. 
In the rams at the age of 10 months, this figure is al‑
most twice the thickness of the reticular layer in the 
newborn animals.

The reticular layer is represented by bundles of col‑
lagen and elastic fibers of complex weave. The size and 
nature of the bundls are an important breed character‑
istic and determine the strength of the skin. The stud‑
ies have shown that the diameter and arrangement of 
bundles of collagen fibers in the reticular layer change 
with age. The thickness of the collagen fiber bundles 
in the newborn rams is only 11 ± 0.11 µm, but already 
in the rams at the age of four months the thickness of 
the collagen fiber bundles increases by 45.5 %. In the 
newborn rams (Fig. 3), collagen fibers are located pre‑
dominantly horizontally and only individual bundles 
are directed vertically. In the rams at the age of four 
months, more than 30 % of the fibers are vertical, the 
rest are horizontal. 
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Fig. 1. Ram leather. Age — 4 months:
A — the epidermis is visible from above (dark stripe). Below is the papillary layer (blue arrows). Black arrows indicate the 
reticular layer with transversely cut hair follicles (1), sebaceous (2) and sweat glands (3); B — cross-section layer at higher 

magnification. Fixation: Steve’s fluid, staining: hematoxylin-eosin, m. A — 20, ap. 10; B — 40, ap. 10
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Fig. 2. Ram leather:
A — newborns. The epidermis includes 2—3 layers of epithelial cells. Beneath the epithelium, a papillary layer is visible, in 
which thin young collagen fibers and fibroblasts are visible; B — age 4 months. The epidermis is almost twice the thickness 
of the epidermis of the previous ram. In the epidermis, 5—6 or more layers of cells can be distinguished. The stratum corneum 
is well defined. The papillary layer is visible under the epidermis. Fixation: Steve’s fluid, staining: hematoxylin-eosin, m. 40, 

ap. 16
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Fig. 3. Ram leather. Reticular layer of the dermis:
A — newborns. Thin collagen fibers have a mainly horizontal direction; B — age of 10 months. Thick bundles of collagen 

fibers are intertwined and have different directions. Fixation: Steve’s fluid, staining: hematoxylin-eosin, m. — 40, ap. 16
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In the animals at the age of ten months, as already 
noted, the thickness of the collagen fiber bundles al‑
most doubles, compared to the newborn animals, while 
an improvement in the ligature is noted due to their 
different directions, the formation of numerous loops 
and weaves. A similar structure of the reticular layer 
is preserved in the rams at the age of 2 and 3 years. In 
the rams at the age of five years, a simplification of 
the ligature and a decrease in the thickness of the col‑
lagen fiber bundles are observed.

CONCLUSION
Histological studies indicate that the study of the 

total thickness of the skin and its layers, the ratio of 
the reticular layer to the papillary layer, the diameter 
of the collagen fiber bundles in the age aspect makes 
it possible to develop scientifically based measures 
aimed at increasing wool productivity and improving 
the quality of fur and leather raw materials.
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Аннотация. В работе представлены результаты исследования высокопроизводительного секвенирования 
грибного микробиома кишечника свиней, а также оценка влияния показателя конверсии корма на биораз‑
нообразие грибного сообщества кишечника животных. Биоинформатический анализ нуклеотидных по‑
следовательностей выявил в кишечнике свиней 3 бактериальных типа, в число которых вошли Ascomyco‑
ta, Basidiomycota и Microsporidia. Доминирующими типами оказались Ascomycota и Basidiomycota. Наи‑
более многочисленными грибами на уровне семейства оказались представители Schizosaccharomycetaceae. 
Самым многочисленным видом в кишечном микробиоме свиней оказался Schizosaccharomyces pombe (от‑
носительное содержание для двух исследуемых групп составило 9,24 ± 1,49). На втором месте по распро‑
страненности был вид Colletotrichum higginsianum (относительное содержание для группы А: 5,44 ± 0,98, 
для группы Б 5,97 ± 0,76) и Thermothielavioides terrestris относительное содержание для группы А: 
3,96 ± 0,67, для группы Б 4,37 ± 0,46). Сравнительный биоинформатический анализ кишечного микобио‑
ма двух групп свиней с разным показателем конверсии корма не выявил достоверных различий на уров‑
не типа, семейства и вида. Результаты демонстрируют необходимость дальнейшего детального изучения 
данного вопроса.
Ключевые слова: грибы, микробиом, кишечник свиней, конверсия корма, гены, высокопроизводитель‑
ное секвенирование
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Конверсия корма в  свиноводстве  — один из 
важнейших экономических показателей предприя‑
тия. Он используется для измерения эффективно‑
сти корма. Высокие значения конверсии приводят 
к относительно высоким ценам на свинину в ре‑
зультате повышенных затрат на кормление. Таким 
образом, снижение данного показателя у свиней, 
выращиваемых на крупных свиноводческих пред‑
приятиях, представляет собой важную стратегию 
минимизации затрат на производство свинины [1].

В настоящее время идет непрерывной поиск 
факторов, которые могли бы обеспечить лучшую 
усвояемость кормов и увеличение показателей при‑

веса животных. Кормление напрямую связано с ки‑
шечной микробиотой, поскольку последняя выпол‑
няет первостепенную роль в усвояемости питатель‑
ных элементов, углеводном обмене, а также влияет 
на здоровье и иммунитет животного. Микробиом 
кишечника представляет собой сложную систе‑
му взаимодействующих между собой множества 
разнообразных популяций бактерий и грибов [1]. 
Однако, в основном подобные исследования сосре‑
доточены на изучении бактериологического соста‑
ва кишечного микробиома свиней.

В последнее время растет число публикаций, 
посвященных грибному микробиому. Так, в  од‑
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ном из исследований, было показано, что вид 
Kazachstania slooffiae является наиболее обиль‑
ным для кишечника отлученных от молока поросят 
[2]. Также в кишечнике свиней были обнаружены 
грибы родов Saccharomycopsis, Mrakia, Wallemia, 
Cantharellus, Eurotium, Solicoccozyma и Penicillium 
[3]. С  возрастом микобиом может меняться, так 
относительная численность родов Kazachstania 
и Aureobasidium значительно снижалась, тогда 
как относительная численность таких родов, как 
Aspergillus, Cladosporium, Simpliillium и Candida, 
увеличивалась по мере взросления поросят [4].

Данное исследование было направлено на из‑
учение грибного микробиома кишечника свиней 
в период откорма и его связи с показателем кон‑
версии корма.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

В качестве объекта исследования выступало со‑
держимое толстого отдела кишечника полученных 
от клинически здоровые свиньи в период откорма 
(n = 12). Животных разделили на 2 группы соглас‑
но коэффициенту конверсии корма: низкая конвер‑
сия корма (А) со средним коэффициентом конвер‑
сии 2,00 (n = 6) и высокая конверсия корма (Б) со 
средним коэффициентом конверсии 2,22 (n = 6).

Для экстракции ДНК из образцов использо‑
вали коммерческий набор HiPure DNA Micro Kit 
(Magen, Гуанчжоу, Китай). Выделение проводили 
согласно протоколу производителя. Библиотеки 
секвенирования готовили по следующему про‑
токолу: ДНК фрагментировали с  использовани‑
ем набора MGIEasy Fast FS Library Prep Module 
(MGI, Шэньчжэнь, Китай) с последующей очист‑
кой магнитными частицами MGIEasy DNA Clean 
Beads (MGI, Шэньчжэнь, Китай). Лигирование 
адаптеров проводили с  комплектом адаптеров A 
для праймеров MGIEasy UDB (MGI, Шэньчжэнь, 
Китай) и ПЦР-амплификацией. Качество библио‑
теки ДНК оценивали с использованием Qubit и на‑
бора Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Уолтем, 
Массачусетс, США).

Дальнейшую циркуляризацию одной нити осу‑
ществляли с использованием модуля MGIEasy Dual 
Barcode Circularization Module (MGI, Шэньчжэнь, 
Китай). Окончательные библиотеки были объеди‑
нены и секвенированы с использованием платфор‑
мы секвенирования MGI DNBSEQ-G50 с моделью 
проточной ячейки для секвенирования DNBSEQ-
G50RS: FCL (MGI, Шэньчжэнь, Китай). Для со‑
здания DNB использовался набор для высокопро‑

изводительного секвенирования DNBSEQ-G50RS. 
Качество необработанных метагеномных дан‑
ных оценивали с помощью инструмента FastQC. 
Технические последовательности и базы низкого 
качества (Q < 30) были обрезаны с помощью fastp. 
Таксономическое профилирование образцов было 
выполнено с использованием Kraken2 со стандарт‑
ными базами данных для эукариот.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И ОБСУЖДЕНИЯ

Биоинформатический анализ результатов се‑
квенирования позволил идентифицировать до вида 
подавляющее большинство полученных нуклео‑
тидных последовательностей. В сумме высокопро‑
изводительное секвенирование 12 образцов микро‑
биома свиней позволило получить 151 724 рида. 
Количественный состав ридов, полученных в ре‑
зультате анализа образцов из группы А, был равен 
7550, а группы Б — 76 174. Согласно современной 
номенклатуре было идентифицировано 3 типа, 11 
классов, 15 отделов, 27 семейств и 47 родов грибов.

Сравнительный биоинформатический анализ 
данных результатов секвенирования микробио‑
мов двух групп свиней не зафиксировал достовер‑
ных различий на уровне типа. Анализ нуклеотид‑
ных последовательностей выявил 3 бактериальных 
филума: Ascomycota, Basidiomycota и Microsporidia 
(рис. 1). Наименьшее значение относительного со‑
держания грибов в данной выборке приходилось 
на представителей типа Microsporidia.

Для анализа на уровне семейств были отброше‑
ны те группы, чье процентное содержание состав‑
ляло менее 1 %. На рисунке 2. отражены результа‑
ты расчета показателя относительного содержания 
26 семейств. Исследование грибного микробиома 
кишечника свиней на уровне семейства также не 
выявило разницу между группой А и группой Б.

Наиболее многочисленными грибами в  вы‑
борке оказались представители семейства Schizo
saccharomycetaceae, чье процентное содержание 
составило 15,40 ± 3,20 для группы А и 15,36 ± 1,79 
для группы Б. Помимо них, микробиом был обилен 
грибами из семейств Chaetomiaceae, Glomerellaceae, 
Ophiocordycipitaceae и Sordariaceae.

Не было отмечено достоверных различий 
и в результате исследования грибов на уровне вида. 
По подобию анализа на уровне семейства, в выбор‑
ке участвовали лишь те виды, чье относительное 
содержание было равно или превышало 1. В гриб‑
ковом сообществе микробиома свиней нами было 
определено 39 видов (рис. 3).
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Рис. 1. Распространенность грибных филумов в микробиоме свиней

Было установлено, что самым многочисленным 
видом среди всех идентифицированных в микро‑
биоме свиней оказался Schizosaccharomyces pombe. 
Среднее значение для двух исследуемых групп 
составило 9,24 ± 1,49. S. pombe — это делящиеся 
дрожжи, относящиеся к отделу аскомикота. Этот 
вид дрожжей в силу особенностей своего метабо‑
лизма используется в ряде стран при ферментации 
вин и пивных напитков, а также в животноводстве 
как компонент кормовых добавок [5]. Данные об 
обнаружении этих грибов в микробиоме свиней не 
были обнаружены ранее.

На втором месте по распространенности рас‑
полагались виды Colletotrichum higginsianum 
и Thermothielavioides terrestris. C.  higginsianum 
относится к аскомицетным грибам, вызывающим 
антракнозные заболевания у  многих сельскохо‑
зяйственных растений, в  особенности у  кресто‑
цветных культур [6]. T. terrestris — термофиль‑
ный нитчатый гриб, обеспечивающий разложение 
полисахаридов из биомассы. Преимущественно 
данный вид обнаруживается в  почве и  компосте 
[7]. Публикации, подтверждающие наши данные 
об этих грибах в кишечнике свиней также отсут‑
ствуют.

Порядка 13 % от числа всех проанализирован‑
ных видов приходились на представителей рода 
Aspergillus: Aspergillus chevalieri, Aspergillus fu-
migatus, Aspergillus luchuensis, Aspergillus nidu-
lans и Aspergillus puulaauensis. Было установле‑
но, что в микробиоме поросят содержание грибов 
рода Aspergillus формирует обратную зависи‑

мость с микроорганизмами, образующими корот‑
коцепочечные жирные кислоты (Butyricoccus, 
Subdoligranulum и Fusicatenibacter), являющиеся 
основным источником энергии для клеток слизи‑
стой оболочки кишечника.

На третьем месте по распространенности рас‑
полагались грибы таких видов, как Drechmeria 
coniospora, Purpureocillium takamizusanense 
и Thermothelomyces thermophiles D. coniospora — 
облигатные грибы-паразиты, относящиеся к  се‑
мейству Clavicipitaceae. Было обнаружено нали‑
чие этих грибов-нематофагов в  образцах фека‑
лий, полученных от крупного рогатого скота [8]. 
P. takamizusanense — аскомицетный гриб, относя‑
щийся к семейству Ophiocordycipitaceae. T. thermo-
philes — нитчатый термофильный плесневый гри‑
бок из семейства Chaetomiaceae, обеспечивающий 
гидролиз полисахаридов в растительной биомас‑
се [9]. Информация о корреляции содержания дан‑
ных видов с показателем конверсии корма у сви‑
ней отсутствуют.

Четвертое место по распространенности видов 
в микробиоме свиней принадлежало Neurospora 
crassa и Sporisorium graminicola. N. crassa — ни‑
тевидный гриб из семейства Sordariaceae. S. gram-
inicola — патогенный гриб растений из семейства 
Ustilaginaceae. Его присутствие было обнаружено 
в  микробиоме кишечника человека, где помимо 
грибов Saccharomyces и Candida, представители 
рода Sporisorium характеризовались высокой рас‑
пространенностью [10]. Связь между этими вида‑
ми и микробиомом свиней ранее не была выявлена.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На сегодняшний день разнообразие и  состав 

грибов в кишечнике свиней все еще остаются до 
конца не изученным. По этой причине проведение 
исследований в данной области являются актуаль‑
ными. Нами было проведено высокопроизводитель‑
ное секвенирование грибного микробиома 12 взрос‑
лых свиней, разделенных на группу А и группу Б 
относительно величины показателя конверсии кор‑
ма. В результате биоинформатического анализа ну‑
клеотидных последовательностей не было обнару‑
жено типов, семейств или видов, достоверно раз‑
личающихся по относительной обильности между 
двумя группами. Было установлено, что преобла‑
дающими типами грибов оказались Ascomycota 
и Basidiomycota с  Schizosaccharomycetaceae, 
Chaetomiaceae, Glomerellaceae, Ophiocordycipitaceae 
и Sordariaceae в качестве доминирующих семейств. 
Было идентифицировано 8 преобладающих ви‑
дов, среди которых Schizosaccharomyces pombe, 
Colletotrichum higginsianum, Thermothielavioides 
terrestris, Drechmeria coniospora, Purpureocillium 
takamizusanense, Thermothelomyces thermophiles, 
Neurospora crassa и Sporisorium graminicola, что со‑
ставляло 34 % всех образцов в фекальной микробио‑
те исследуемой выборки свиней.
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Abstract. The article presents the results of a study of a high-throughput sequencing of the fungal microbiome 
of the intestinal tract in pigs, as well as an assessment of the effect of the feed conversion rate on the biodiversi‑
ty of the fungal community of the intestinal tract of animals. Bioinformatics analysis of nucleotide sequences re‑
vealed 3 bacterial types in the intestines of pigs, including Ascomycota, Basidiomycota and Microsporidia. The 
dominant phyla were Ascomycota and Basidiomycota. The most numerous fungi at the family level were the rep‑
resentatives of Schizosaccharomycetaceae. The most abundant species in the intestinal microbiome of pigs was 
Schizosaccharomyces pombe (the relative abundance for the two study groups was 9.24 ± 1.49). The second place 
in prevalence was occupied by the species Colletotrichum higginsianum (relative content for group A — 5.44 ± 0.98, 
for group B — 5.97 ± 0.76) and Thermothielavioides terrestris (relative content for group A — 3.96 ± 0.67, for 
group B — 4.37 ± 0.46). A comparative bioinformatics analysis of the intestinal mycobiome of two groups of pigs 
with various feed conversion rates did not reveal significant differences at the level of type, family and species. 
The results demonstrate the need for further detailed study of this issue.
Keywords: fungi, microbiome, pig intestines, feed conversion, genes, high-throughput sequencing
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Feed conversion in pig breeding is one of the most 
important economic indicators of an enterprise. It is 
used to measure feed efficacy. High conversion val‑
ues lead to relatively high pork prices as a result of in‑
creased feeding costs. Thus, reducing this indicator in 
pigs reared at large pig breeding enterprises is an im‑
portant strategy for minimizing the costs of pork pro‑
duction [1].

Currently, there is a continuous search for fac‑
tors that could ensure better digestibility of feed and 
an increase in animal weight gain. Feeding is direct‑
ly related to the intestinal microbiota, since the latter 
plays a primary role in the digestibility of nutrients, 
carbohydrate metabolism, and also affects the health 
and immunity of the animal. The intestinal microbi‑
ome is a complex system of many diverse populations 
of bacteria and fungi interacting with each other [1]. 
However, such studies are mainly focused on study‑

ing the bacteriological composition of the intestinal 
microbiome of pigs.

Recently, the number of publications devoted to 
the fungal microbiome has been growing. Thus, in 
one of the studies, it has been shown that the species 
Kazachstania slooffiae is the most abundant in the in‑
testines of weaned piglets [2]. The fungi of the genera 
Saccharomycopsis, Mrakia, Wallemia, Cantharellus, 
Eurotium, Solicoccozyma and Penicillium were also 
found in the intestines of pigs [3]. The microbiome can 
change with age, as the relative abundance of the gen‑
era Kazachstania and Aureobasidium decreased signifi‑
cantly, while the relative abundance of such genera as 
Aspergillus, Cladosporium, Simpliillium and Candida 
increased as the piglets matured [4].

This research was aimed at studying the fungal in‑
testinal microbiome of fattening pigs and its relation‑
ship with feed conversion rate.
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MATERIAL AND METHODS
The object of the study was the contents of the large 

intestine obtained from clinically healthy pigs during 
the fattening period (n = 12). The animals were divid‑
ed into 2 groups according to the feed conversion ra‑
tio: low feed conversion (A) with an average conver‑
sion rate of 2.00 (n = 6) and high feed conversion (B) 
with an average conversion rate of 2.22 (n = 6).

The commercial HiPure DNA Micro Kit (Magen, 
Guangzhou, China) was used to extract DNA from 
the samples. Isolation was carried out according to 
the manufacturer’s protocol. Sequencing libraries 
were prepared using the following protocol: DNA 
was fragmented using the MGIEasy Fast FS Library 
Prep Module kit (MGI, Shenzhen, China), followed 
by magnetic purification with the MGIEasy DNA 
Clean Beads (MGI, Shenzhen, China). Adapter liga‑
tion was performed with the MGIEasy UDB Primer 
Adapter Kit A (MGI, Shenzhen, China) and PCR am‑
plification. DNA library quality was assessed using 
Qubit and the Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, 
Waltham, MA, USA).

Further single-strand circularization was per‑
formed using the MGIEasy Dual  Barcode 
Circularization Module (MGI, Shenzhen, China). 
The final libraries were pooled and sequenced using 
the MGI DNBSEQ-G50 sequencing platform with 
the DNBSEQ-G50RS sequencing flow cell model: 
FCL (MGI, Shenzhen, China). The DNBSEQ-G50RS 
high-throughput sequencing kit was used to gener‑
ate DNBs. The quality of raw metagenomic data was 

assessed using the FastQC tool. Technical sequenc‑
es and low quality bases (Q < 30) were trimmed us‑
ing fastp. Taxonomic profiling of samples was per‑
formed using the Kraken2 with standard eukaryotic  
databases.

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
Bioinformatics analysis of sequencing results made 

it possible to identify the vast majority of the obtained 
nucleotide sequences to species. In total, high-through‑
put sequencing of 12 pig microbiome samples allowed 
obtain 151724 reads. The quantitative composition of 
the reads obtained from the analysis of the samples 
from group A was equal to 7550, and from group B — 
76174. According to modern nomenclature, 3 types, 
11 classes, 15 divisions, 27 families and 47 genera of 
fungi were identified.

A comparative bioinformatics analysis of micro‑
biome sequencing data from two groups of pigs did 
not record significant differences at the type level. The 
analysis of nucleotide sequences revealed 3 bacterial 
phyla: Ascomycota, Basidiomycota and Microsporidia 
(Fig. 1). The lowest value of the relative content of fun‑
gi in this sample was accounted for by the representa‑
tives of the phylum Microsporidia.

For the analysis at the family level, those groups the 
percentage of which was less than 1 % were discard‑
ed. Fig. 2 shows the results of calculating the relative 
content of 26 families. The study of the fungal intesti‑
nal microbiome of pigs at the family level also did not 
reveal any difference between group A and group B.
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Fig. 1. Prevalence of fungal phyla in the pig microbiome
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The most numerous fungi in the sample were the rep‑
resentatives of the family Schizosaccharomycetaceae, 
the percentage of which was 15.40 ± 3.20 for 
group A and 15.36 ± 1.79 — for group B. In addi‑
tion to them, the microbiome was abundant in fungi 
from the families Chaetomiaceae, Glomerellaceae, 
Ophiocordycipitaceae and Sordariaceae.

No significant differences were noted in the study 
of fungi at the species level. Similar to the analysis at 
the family level, the sample included only those spe‑
cies, the relative abundance of which was equal to or 
greater than 1. We identified 39 species in the fungal 
community of the pig microbiome (Fig. 3).

It was found that the most abundant species 
among all identified in the pig microbiome was 
Schizosaccharomyces pombe. The mean value for the 
two study groups was 9.24 ± 1.49. S. pombe is a fis‑
sion yeast belonging to the division Ascomycota. Due 
to the peculiarities of its metabolism, this type of yeast 
is used in a number of countries in the fermentation 
of wines and beer drinks, as well as in livestock farm‑
ing as a component of feed additives [5]. The data on 
the detection of these fungi in the microbiome of pigs 
have not been found previously.

The second most common species were Colleto
trichum higginsianum and Thermothielavioides ter-
restris. C.  higginsianum is an ascomycete fungus 
that causes anthracnose diseases in many agricultur‑
al plants, especially cruciferous crops [6]. T. terres-
tris is a thermophilic filamentous fungus that degrades 
polysaccharides from biomass. This species is mainly 
found in soil and compost [7]. There are also no pub‑
lications confirming our data on these fungi in the in‑
testines of pigs.

About 13 % of all analyzed species were the rep‑
resentatives of the genus Aspergillus: Aspergillus che-
valieri, Aspergillus fumigatus, Aspergillus luchuensis, 
Aspergillus nidulans and Aspergillus puulaauensis. It 
was found that in the microbiome of piglets, the con‑
tent of fungi of the genus Aspergillus forms an inverse 
relationship with microorganisms that form short-
chain fatty acids (Butyricoccus, Subdoligranulum and 
Fusicatenibacter), which are the main source of ener‑
gy for the cells of the intestinal mucosa.

In the third place in prevalence there were 
the fungi of such species as Drechmeria conio-
spora, Purpureocillium takamizusanense and 
Thermothelomyces thermophiles. D. coniospora is 
an obligate parasitic fungi belonging to the family 
Clavicipitaceae. The presence of these nematophagous 
fungi has been detected in fecal samples obtained from 
cattle [8]. P. takamizusanense is an ascomycete fungus 

belonging to the family Ophiocordycipitaceae. T. ther-
mophiles is a filamentous thermophilic mold fungus 
from the family Chaetomiaceae that provides hydro‑
lysis of polysaccharides in plant biomass [9]. There is 
no information on the correlation between the content 
of these species and the feed conversion rate in pigs.

The fourth most common species in the pig micro‑
biome were Neurospora crassa and Sporisorium gr-
aminicola. N. crassa is a filamentous fungus from the 
family Sordariaceae. S. graminicola is a plant patho‑
genic fungus from the family Ustilaginaceae. Its pres‑
ence was detected in the human intestinal microbiome, 
where, in addition to Saccharomyces and Candida fun‑
gi, the representatives of the genus Sporisorium were 
characterized by high prevalence [10]. The relation‑
ship between these species and the pig microbiome has 
not previously been identified.

CONCLUSION
To date, the diversity and composition of fun‑

gi in the intestines of pigs are still not fully under‑
stood. For this reason, research in this area is rel‑
evant. We carried out high-throughput sequencing 
of the fungal microbiome of 12 adult pigs, divid‑
ed into group A and group B according to the feed 
conversion rate. Bioinformatics analysis of nucle‑
otide sequences revealed no phyla, families or spe‑
cies significantly different in relative abundance be‑
tween the two groups. The predominant fungal phy‑
la were found to be Ascomycota and Basidiomycota 
with Schizosaccharomycetaceae, Chaetomiaceae, 
Glomerellaceae, Ophiocordycipitaceae  and 
Sordariaceae as the dominant families. Eight (8) 
predominant species were identified, including 
Schizosaccharomyces pombe, Colletotrichum higgin-
sianum, Thermothielavioides terrestris, Drechmeria 
coniospora, Purpureocillium takamizusanense, 
Thermothelomyces thermophiles, Neurospora cras-
sa and Sporisorium graminicola, which accounted 
for 34 % of all samples in the fecal microbiota of the 
studied sampling of pigs.
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Аннотация. Целью данной работы явился анализ генов ферментов метаболических путей в кишечнике 
новорожденных поросят при диарее. E. coli была доминирующим бактериальным видом для обеих групп. 
В группе здоровых поросят относительная численность E. coli составляла 53,30 %, а в группе поросят, 
больных диареей — 23,55 %. В результате проведенного анализа генов метаболизма кишечной микробио‑
ты было выявлено 425 идентифицированных и интегрированных ферментов метаболических путей. В груп‑
пе здоровых поросят их число составило 394, в то время как в группе поросят с диареей насчитывалось 
404 ферментов метаболических пути. Для обеих групп наиболее обогащенным был путь созревания пеп‑
тидогликана. Основной вклад в этот метаболический путь вносят бактерии E. coli. Были выявлены диф‑
ференциальные различия между группами в представленности генов пути биосинтеза биотина II, кото‑
рый был статистически значимо сильнее обогащен в группе поросят с диареей (10,96 ± 5,18 копий на мил‑
лион) и  отсутствовал у  здоровых попросят (p-value = 0,03). Биотин является важным витамином 
и кофактором в нескольких метаболических путях, а его дефицит связан с заболеваниями, включая вос‑
палительные заболевания кишечника и повышенную проницаемость эпителия кишечника. В целом ре‑
зультаты исследований показывают, что нарушение микробиома, приводят к  созданию благоприятных 
условий для микробов, способных синтезировать биотин, который может способствовать воспалению ки‑
шечника.
Ключевые слова: поросята, диарея, микробиом, метаболизм, высокопроизводительное секвенирование
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При желудочно-кишечных болезнях (как ин‑
фекционной, так и  неинфекционной этиологии) 
диарея почти всегда неотъемлемый симптом, ко‑
торый вызывает задержку роста и даже гибель по‑
росят, что приводит к большим потерям в свино‑
водстве. Почти 49 % смертей новорожденных и мо‑
лодняка поросят вызваны диареей [1].

Диарея у поросят обычно связана с различны‑
ми факторами, которые в основном включают ге‑
нетический фон [2] и факторы окружающей среды 
[3, 4]. В последнее время многочисленные иссле‑
дования указывают на снижение содержания бак‑

терий Lactobacillus и потерю микробного разнооб‑
разия при диарее, тогда как положительное влия‑
ние на состояние поросят оказали виды Clostridium 
spp., Prevotella spp. и Escherichia coli [5, 6], что ука‑
зывает на то, что микробиота кишечника может 
быть основной причиной возникновения диареи.

Между тем, сложное взаимодействие микро‑
биота-микробиота и микробиота-хозяин может вы‑
делять различные метаболиты, которые составля‑
ют основную среду желудочно-кишечного тракта 
и  влияют на здоровье хозяина. Метаболиты де‑
монстрируют самый быстрый ответ на изменения 
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окружающей среды и играют важную роль в реак‑
ции биологической системы на абиотическое или 
другое вмешательство, тем самым связывая гено‑
тип с фенотипом [7]. Сугихарто и др. [8] наблюда‑
ли более высокие уровни пролина, таурина и кар‑
нитина в плазме поросят после заражения E. coli, 
тогда как бетаин, креатин и L-аргинин были ниже 
по сравнению с контрольной группой. Ву и др. [9] 
продемонстрировали, что у поросят с диареей на‑
блюдались более высокие концентрации 4‑амино‑
масляной кислоты и глицина в тощей кишке, вы‑
званные диареей, вызванной E. coli.

Недавно несколько исследований показали, что 
бутират, вырабатываемый в основном микробиотой 
кишечника, может опосредовать дифференциров‑
ку регуляторных Т-клеток, индуцируя экспрессию 
транскрипционного фактора FOXP3, участвующе‑
го в иммунной регуляции хозяина [10]. Более того, 
более высокие уровни бутирата в основном оказы‑
вают противовоспалительное действие, регулируя 
иммунную толерантность хозяина к  микробиоте 
кишечника [11]. Обширные предыдущие исследо‑
вания помогли нам углубить понимание кишечной 
микробиоты и ее важной роли во многих биологи‑
ческих процессах. Однако роль кишечной микро‑
биоты при диарее поросят и лежащие в ее основе 
механизмы до сих пор не ясны.

Целью данной работы явился анализ генов фер‑
ментов метаболических путей в кишечнике новоро‑
жденных поросят при диарее. Полученные резуль‑
таты могут дать новое представление о разработке 
новых средств профилактики и терапии желудоч‑
но-кишечной патологии у поросят.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЕ

В одном из крупных свиноводческих хозяйств 
Воронежской области для исследования было ото‑
брано 15 поросят 2—5‑дневного возраста. В кон‑
трольную группу вошли (n = 7) здоровых поросят, 
в  группу наблюдения  — (n = 8) поросят с  желу‑
дочно-кишечными заболеваниями. Животных со‑
держали в помещении при температуре 30 ± 2 °C 
и  влажности 55 ± 7 %. При визуальном осмотре 
больных поросят были установлены следующие 
клинические признаки: шаткая походка, жидкий 
стул, зловонный запах фекалий, загрязненность 
животных каловыми массам. При микроскопии 
кала возбудителей паразитарных заболеваний не 
выявлено. Поросята получали материнское молоко 
от свиноматок. Средняя масса поросят в здоровой 
группе составила 1,5 ± 0,45 кг, в больной группе — 

1,0 ± 0,38 кг. Для исследования у поросят собирали 
фекалии в количестве 10 ± 3 г, помещали в микро‑
центрифужную пробирку и отправляли в лабора‑
торию при соответствующих температурных усло‑
виях для дальнейшего исследования.

Выделение ДНК из полученных образцов кала 
проводили с использованием коммерческого набо‑
ра HiPure DNA Micro Kit (Magen, Гуанчжоу, Китай), 
в соответствии с инструкцией. Далее проводили под‑
готовку библиотек секвенирования для платформы 
DNB-SEQ-G50 (MGI, Шэньчжэнь, Китай). Для под‑
готовки библиотек сперва фрагментировали ДНК 
с использованием набора MGIEasy Fast FS Library 
Prep Module (MGI, Шэньчжэнь, Китай) с последу‑
ющей очисткой магнитными частицами MGIEasy 
DNA Clean Beads (MGI, Шэньчжэнь, Китай). Затем 
лигировали адаптеры с  комплектом адаптеров A 
для праймеров MGIEasy UDB (MGI, Шэньчжэнь, 
Китай). Качество полученной библиотеки оценива‑
ли с использованием Qubit и набора Qubit dsDNA HS 
Assay Kit (Invitrogen, Уолтем, Массачусетс, США).

Далее в соответствии с рекомендациями произ‑
водителя проводили циркуляризацию одной нити 
ДНК, с  использованием модуля MGIEasy Dual 
Barcode Circularization Module (MGI, Шэньчжэнь, 
Китай). Затем готовые библиотеки смешивали в эк‑
вимолярных количествах и приступали непосред‑
ственно к их секвенированию на проточной ячей‑
ке. Качество необработанных метагеномных дан‑
ных оценивали с помощью инструмента FastQC. 
Технические последовательности и базы низкого 
качества (Q < 20) были обрезаны.

Для профилирования состава микробных сооб‑
ществ до вида использовали MetaPhlAn 4.0.

Для исследования метаболических путей ис‑
пользовали инструмент HUManN3, который функ‑
ционально профилирует гены, пути и модули из 
полученных метагеномов. Одним из основных 
преимуществ HUMAnN3 по сравнению с други‑
ми системами функционального профилирования 
является их способность стратифицировать функ‑
циональные профили сообщества в соответствии 
с вносящими вклад видами.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В результате биоинформатического анализа по‑

лученных данных секвенирования было идентифи‑
цировано 270 видов бактерий. Виды, численность 
которых составляла менее 1 % для одной из групп 
исследования были объединены в группу «Другие». 
На рисунке 1 представлены наиболее распростра‑
ненные виды бактерий.
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Рис. 1. Наиболее распространенные бактерии, обнаруженные в фекалиях здоровых поросят и поросят, 
страдающих диареей

E. coli была доминирующим бактериальным 
видом для обеих групп. В группе здоровых поро‑
сят относительная численность E. coli составля‑
ла 53,30 %, а в группе поросят, страдающих диа‑
реей — 23,55 %.

E. coli является нормальным обитателем ки‑
шечного тракта животных, однако ее специфиче‑
ские штаммы не редко являются важной причиной 
заболеваемости и смертности молодняка сельско‑
хозяйственных животных. Колибациллярная диа‑
рея обычно возникает у свиней в возрасте до недели 
и связана с относительно небольшим количеством 
энтеропатогенных гемолитических серотипов E. 
coli. Значительный интерес был проявлен как к эпи‑
демиологии, так и к факторам вирулентности этих 
патогенов [12]. Однако имеется относительно мало 
информации о «нормальной» фекальной флоре E. 
coli здоровых молодых поросят [13]. В нашем ис‑
следовании мы наблюдали присутствие данной бак‑
терии как в группе здоровых поросят, так и поросят 
с диареей, кроме того, относительная численность 
кишечной палочки у здоровых поросят была выше. 

В совокупности с полученными данными дисперс‑
ного анализа, можно говорить о том, что в нашем 
случае диарея у новорожденных поросят не была 
ассоциирована с E. coli.

Также было обнаружено три неидентифициро‑
ванных бактериальных вида, относящихся к типу 
Bacteroidetes.

Дифференциальный анализ численности, про‑
изведенный с помощью MAaslin2, который бази‑
руется на использовании метода линейного мо‑
делирования с  применением метода Беньямини-
Хохберга, не выявил статистически значимых 
различий в  таксономическом составе между ис‑
следуемыми группами.

В результате проведенного анализа генов ме‑
таболизма мы выявили 425 идентифицированных 
и интегрированных метаболических путей, кото‑
рые характерны для исследуемого микробиомно‑
го сообщества фекалий новорожденных поросят. 
В группе здоровых поросят их число составило 394, 
в то время как в группе поросят с диареей насчиты‑
валось 404 метаболических пути. Для обоих групп 
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наиболее обогащенным был путь созревания пеп‑
тидогликана (содержащего мезо-диаминопимелат). 
На рисунке 2 представлен график дифференциаль‑
ной распространенности пути с  сортировкой по 
группам и логарифмическим масштабированием.

Из схемы видно, что основной вклад в этот ме‑
таболический путь вносят бактерии E. coli, которые 

доминировали в обеих группах исследования. Для 
некоторых образцов из группы поросят с диареей 
наибольшее влияние на обогащение этого метабо‑
лического пути вносили бактерии Actinobacillus 
rossii, Flavonifractor plautii и Bacteroides fluxus, 
а  также не идентифицированные бактериальные 
виды.

Рис. 2. Дифференциальная распространенность пути созревания пептидогликана в исследуемых группах

Кроме того, мы выявили дифференциальные 
различия между группами в представленности ге‑
нов пути биосинтеза биотина II (PWY‑5005), ко‑
торый был статистически значимо сильнее обога‑
щен в группе поросят с диареей (10,96 ± 5,18 копий 
на миллион) и  отсутствовал у  здоровых попро‑
сят (p-value = 0,03). Биотин является важным ви‑
тамином и кофактором в нескольких метаболиче‑
ских путях, а его дефицит связан с заболеваниями, 
включая воспалительные заболевания кишечника 
и  повышенную проницаемость эпителия кишеч‑
ника [14—16]. 

В целом результаты исследований показывают, 
что нарушение микробиома, приводят к созданию 
благоприятных условий для микробов, способных 
синтезировать биотин, который может способство‑
вать воспалению кишечника [17, 18].

Также в результате перегруппировки семейства 
генов UniRef в функции RXN и присвоения имен 
мы получили всего 3427 ферментов. Из этого боль‑
шого разнообразия путем дифференциального ана‑
лиза численности выявили шесть генов ферментов, 

представленность которых статистически отлича‑
лась между группами (см. рис. 3).

Так мы видим, что гены ферментов нитрогена‑
зы и S-метил‑5’-тиоаденозиндезаминазы, которая 
играет решающую роль в выработке аутоиндукто‑
ров и метаболизме метионина [19], отсутствовали 
в  группе здоровых поросят, а  представленность 
остальных идентифицированных генов фермен‑
тов, относящихся к  классам трансфераз и  изо‑
мераз, была значительно выше в группе поросят 
с диареей.

Долихилфосфатманнозо-белковая маннозил‑
трансфераза  — один из ключевых компонентов 
биосинтеза О-гликанов маннозного типа, извест‑
но, что данный фермент ранее был ассоциирован 
с различными типами мышечных дистрофий [20].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Данное исследование было направлено не толь‑

ко на определение фекального микробиома ново‑
рожденных поросят с диареей, но и на выявление 
метаболических отличий у больных животных, по 
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сравнению со здоровыми. Данная работа не выяви‑
ла бактерий, которые могли бы быть характерны 
для исследуемой патологии. Это может указывать 
на необходимость дальнейших исследований связи 
микробиомных аббераций с постнатальной диареей 
свиней, возможно вклад микробиомных нарушений 
в данную патологию переоценен. Кроме того, были 
выявлены особенности в межфункциональном взаи‑
модействии представителей фекальной микробио‑
ты. Эти отличия были связаны с  преобладанием 
в группе поросят больных диареей генов фермен‑

тов классов трансфераз, изомераз, оксидоредук‑
таз и гидролаз. Также в группе поросят с диареей 
были обнаружены гены ферментов метаболического 
пути, ответственных за биосинтез биотина, который 
отсутствовал у здоровых поросят. Таким образом, 
путь биосинтеза биотина II был идентифицирован 
как важный путь, связанный с диареей. Эти резуль‑
таты могут дать теоретическую основу для разра‑
ботки профилактики и терапии желудочно-кишеч‑
ной патологии поросят, а также вносят вклад в по‑
нимание метаболических механизмов при диарее.

Рис. 3. Гены ферментов, представленность которых отличается у поросят с диареей и здоровой группы
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Abstract. The objective of this work was to analyze the genes of enzymes of metabolic pathways in the intestines 
of the newborn piglets with diarrhea. E. coli was the dominant bacterial species for both groups. In the group of 
healthy piglets, the relative abundance of E. coli was 53.30 %, and in the group of the piglets with diarrhea — 
23.55 %. As a result of the analysis of the metabolic genes of the intestinal microbiota, 425 identified and inte‑
grated enzymes of metabolic pathways were detected. In the group of healthy piglets, their number was 394, while 
in the group of the piglets with diarrhea, there were 404 metabolic pathway enzymes. For both groups, the pep‑
tidoglycan maturation pathway was the most enriched. The main contributor to this metabolic pathway is the bac‑
teria E. coli. Differential gradients between groups were identified in the representation of genes for the biotin II 
biosynthesis pathway, which was statistically significantly more enriched in the group of the piglets with diarrhea 
(10.96 ± 5.18 copies per million) and was absent in healthy piglets (p-value = 0.03). Biotin is an essential vita‑
min and cofactor in several metabolic pathways, and the deficiency is associated with diseases including inflam‑
matory bowel disease and increased intestinal permeability. Overall, the research suggests that disrupting the mi‑
crobiome creates favorable conditions for microbes that can synthesize biotin, which can contribute to intestinal 
inflammation.
Keywords: piglets, diarrhea, microbiome, metabolism, high-throughput sequencing

©  Gryaznova M. V., Smirnova Yu. D., Burakova I. Yu., Morozova P. D., Mikhaylov E. V., Syromyatnikov M. Yu., 
2023

In case of gastrointestinal diseases (both infectious 
and non-infectious etiology), diarrhea is almost always 
an integral symptom, which causes growth restriction 
and even death of piglets, which leads to large loss‑
es in pig breeding. Almost 49 % of deaths in the new‑
borns and young piglets are caused by diarrhea [1].

Diarrhea in piglets is usually associated with var‑
ious factors, which mainly include genetic back‑
ground [2] and environmental factors [3,4]. Recently, 
numerous studies indicate a decrease in the con‑
tent of Lactobacillus bacteria and a loss of microbi‑
al diversity during diarrhea, while Clostridium spp., 
Prevotella spp. and Escherichia coli had a positive 
effect on the condition of piglets [5, 6], indicating 

that intestinal microbiota may be a major cause of  
diarrhea.

Meanwhile, the complex microbiota-microbiota 
and microbiota-host interactions can release various 
metabolites, which constitute the basic environment 
of the gastrointestinal tract and affect the health of the 
host. Metabolites exhibit the most rapid response to 
environmental changes and play an important role in 
the response of a biological system to abiotic or oth‑
er interference, thereby linking genotype to phenotype 
[7]. Sugiharto et al. [8] observed higher levels of pro‑
line, taurine and carnitine in the plasma of piglets af‑
ter infection with E. coli, whereas betaine, creatine and 
L-arginine were lower, compared to the control group. 
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Wu et al. [9] demonstrated that the piglets with diar‑
rhea had higher concentrations of 4‑aminobutyric acid 
and glycine in the jejunum, caused by E. coli diarrhea.

Recently, several studies have shown that butyrate, 
produced mainly by the intestinal microbiota, can me‑
diate the differentiation of regulatory T cells by induc‑
ing the expression of the transcription factor FOXP3, 
involved in host immune regulation [10]. Moreover, 
higher levels of butyrate mainly exert anti-inflamma‑
tory effects by regulating host immune tolerance to the 
intestinal microbiota [11]. Previous extensive research‑
es have helped us increase our understanding of the in‑
testinal microbiota and its important role in many bio‑
logical processes. However, the role of intestinal mi‑
crobiota in case of piglet diarrhea and the underlying 
mechanisms are still unclear.

The objective of this work was to analyze the genes 
of enzymes of metabolic pathways in the intestines of 
the newborn piglets with diarrhea. The results obtained 
can provide new insight into the development of new 
means of prevention and treatment of gastrointestinal 
pathology in piglets.

MATERIAL AND METHODS
At one of the large pig breeding farms in Voronezh 

region, 15 piglets at the age of 2—5 days were select‑
ed for the study. The control group included (n = 7) 
healthy piglets, the observation group included (n = 8) 
the piglets with gastrointestinal diseases. The animals 
were kept in a room at a temperature of 30 ± 2 °C and 
a humidity of 55 ± 7 %. During a visual examination 
of sick piglets, the following clinical signs were iden‑
tified: unsteady gait, loose stool, fetid odor of feces, 
contamination of animals with feces. Microscopy of 
stool revealed no pathogens of parasitic diseases. The 
piglets received mother’s milk from sows. The aver‑
age weight of piglets in the group of healthy animals 
was 1.5 ± 0.45  kg, in the group of sick animals  — 
1.0 ± 0.38 kg. For the study, 10 ± 3 g of feces were 
collected from piglets, placed into a microcentrifuge 
tube and sent to the laboratory under appropriate tem‑
perature conditions for further research.

DNA extraction from the obtained stool samples 
was performed using a commercial HiPure DNA Micro 
Kit (Magen, Guangzhou, China) according to the in‑
structions. Then, sequencing libraries were prepared 
for the DNB-SEQ-G50  platform (MGI, Shenzhen, 
China). To prepare the libraries, DNA was first frag‑
mented using the MGIEasy Fast FS Library Prep 
Module kit (MGI, Shenzhen, China), followed by mag‑
netic purification with MGIEasy DNA Clean Beads 
(MGI, Shenzhen, China). The adapters were then ligat‑

ed with MGIEasy UDB Primer Adapter Kit A (MGI, 
Shenzhen, China). The quality of the resulting library 
was assessed using Qubit and the Qubit dsDNA HS 
Assay Kit (Invitrogen, Waltham, MA, USA).

Then, in accordance with the manufacturer’s rec‑
ommendations, single strand DNA was circularized us‑
ing the MGIEasy Dual Barcode Circularization Module 
(MGI, Shenzhen, China). Then the finished libraries 
were mixed in equimolar quantities and they proceed‑
ed directly to their sequencing on a flow cell. The qual‑
ity of raw metagenomic data was assessed using the 
FastQC tool. Technical sequences and low quality da‑
tabases (Q < 20) were trimmed.

MetaPhlAn 4.0 was used to profile the composition 
of microbial communities to species level.

To investigate metabolic pathways, we used the 
HUManN3 tool, which functionally profiles genes, 
pathways and modules from the obtained metage‑
nomes. One of the main advantages of HUMAnN3 
over other functional profiling systems is their ability 
to stratify community functional profiles according to 
contributing species.

STUDY RESULTS
As a result of bioinformatics analysis of the ob‑

tained sequencing data, 270 species of bacteria were 
identified. Species the abundance of which was less 
than 1 % for one of the study groups were combined 
into the group “Others”. Fig. 1 shows the most com‑
mon types of bacteria.

E. coli was the dominant bacterial species for both 
groups. In the group of healthy piglets, the relative 
abundance of E. coli was 53.30 %, and in the group of 
piglets suffering from diarrhea — 23.55 %.

E. coli is a normal inhabitant of the intestinal tract 
of animals, but its specific strains are often an import‑
ant cause of morbidity and mortality in young farm 
animals. Colibacillary diarrhea usually occurs in pig‑
lets less than a week old and is associated with a rel‑
atively small number of enteropathogenic hemolyt‑
ic serotypes of E. coli. Considerable interest has been 
shown in both the epidemiology and virulence factors 
of these pathogens [12]. However, relatively little in‑
formation is available on the “normal” fecal E. coli flo‑
ra of healthy young piglets [13]. In our study, we ob‑
served the presence of this bacterium in both the group 
of healthy piglets and the piglets with diarrhea, in ad‑
dition, the relative abundance of E. coli in healthy pig‑
lets was higher. Taken together with the data obtained 
from the analysis of variance, we can say that in our 
case, diarrhea in the newborn piglets was not associ‑
ated with E. coli.



Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 4 (25) • 2023	 171

Analysis of the genes of enzymes of metabolic pathways in the intestines of the newborn piglets with diarrhea

Fig. 1. The most common bacteria found in the feces of healthy piglets and the piglets with diarrhea

Three unidentified bacterial species belonging to 
the phylum Bacteroidetes were also discovered.

Differential abundance analysis performed using 
MAaslin2, which is based on linear modeling using 
the Benjamin-Hochberg method, did not reveal sta‑
tistically significant differences in taxonomic compo‑
sition between the studied groups.

As a result of the analysis of metabolic genes, we 
detected 425 identified and integrated metabolic path‑
ways that are typical of the studied microbiome com‑
munity of feces of the newborn piglets. In the group 
of healthy piglets, their number was 394, while in the 
group of the piglets with diarrhea there were 404 met‑
abolic pathways. For both groups, the most enriched 
pathway was the peptidoglycan maturation pathway 
(containing meso-diaminopimelate). Fig.  2 shows a 
graph of differential path abundance sorted by group 
and logarithmically scaled.

The diagram shows that the main contribution 
to this metabolic pathway is made by E. coli bacte‑
ria, which dominated in both groups of the study. For 
some samples from the group of the piglets with diar‑
rhea, the bacteria Actinobacillus rossii, Flavonifractor 

plautii and Bacteroides fluxus, as well as unidentified 
bacterial species, contributed most to the enrichment 
of this metabolic pathway.

In addition, we identified differential gradients be‑
tween groups in the representation of genes for the bi‑
otin II biosynthesis pathway (PWY‑5005), which was 
statistically significantly more enriched in the group of 
the piglets with diarrhea (10.96 ± 5.18 copies per mil‑
lion) and was absent in healthy piglets (p-value = 0.03). 
Biotin is an essential vitamin and cofactor in several 
metabolic pathways, and its deficiency is associated 
with diseases including inflammatory bowel disease and 
increased intestinal epithelial permeability [14—16]. In 
general, research results show that disruption of the mi‑
crobiome leads to the creation of favorable conditions 
for microbes capable of synthesizing biotin, which can 
contribute to intestinal inflammation [17, 18].

By rearranging the gene family UniRef into RXN 
functions and naming, we also obtained a total of 3427 
enzymes. From this large diversity, differential abun‑
dance analysis identified six enzyme genes, the repre‑
sentation of which was statistically different between 
groups (see Fig. 3).
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Fig. 2. Differential prevalence of the peptidoglycan maturation pathway in the study groups

Fig. 3. Genes of enzymes, the representation of which differs in the piglets with diarrhea and in the healthy group

Thus, we see that the genes for the enzymes of ni‑
trogenase and S-methyl‑5ʼ-thioadenosine deaminase, 
which plays a decisive role in the production of auto‑

inducers and methionine metabolism [19], were absent 
in the group of healthy piglets, and the representation 
of the remaining identified enzyme genes belonging to 
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the classes of transferases and isomerase was signifi‑
cantly higher in the group of the piglets with diarrhea.

Dolichylphosphate mannose-protein mannosyl‑
transferase is one of the key components of the bio‑
synthesis of mannose-type O-glycans. It is known that 
this enzyme was previously associated with various 
types of muscular dystrophies [20].

CONCLUSION
This study was aimed not only at determining the 

fecal microbiome of the newborn piglets with diarrhea, 
but also at identifying metabolic differences in sick 
animals, compared to healthy ones. This work did not 
identify bacteria that could be typical of the pathology 
under study. This may indicate the need for further re‑
search into the relationship between microbiome aber‑
rations and postnatal diarrhea in pigs; perhaps the con‑
tribution of microbiome disturbances to this pathology 
is overestimated. In addition, features were identified 
in the cross-functional interaction of representatives of 
the fecal microbiota. These differences were associat‑
ed with the predominance of the genes for enzymes of 
the classes of transferases, isomerases, oxidoreductases 
and hydrolases in the group of the piglets with diarrhea. 
In the group of the piglets with diarrhea, the genes for 
metabolic pathway enzymes responsible for the bio‑
synthesis of biotin, which was absent in healthy pig‑
lets, were also found. Thus, the biotin II biosynthetic 
pathway was identified as an important pathway asso‑
ciated with diarrhea. These results may provide a the‑
oretical basis for the development of prevention and 
treatment of gastrointestinal pathology in piglets, and 
also contribute to the understanding of the metabolic 
mechanisms of diarrhea.
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Аннотация. В статье представлены результаты изучения цитокинового профиля у поросят в подсосный 
период в промышленном свиноводческом хозяйстве. У поросят, выращиваемых под свиноматками, пере‑
болевшими послеродовыми болезнями, по сравнению с поросятами под клинически здоровыми живот‑
ными в 5‑ти дневном возрасте установлено повышенное содержание провоспалительных цитокинов IL‑1β, 
TNF-α и INF-γ, IL‑2, противовоспалительных медиаторов IL‑4 и IL‑10, суммарной активности эндоген‑
ных медиаторов воспаления, цитокинового индекса и отношения IL‑4β/IL‑4 и INF-γ/IL‑4. Наряду с этим, 
в 20‑ти дневном возрасте отмечено увеличение общего соотношения про- и противовоспалительных ци‑
токинов, отношения IL‑1β/IL‑10 и INF- γ/IL‑10 при снижении уровня IL‑2, IL‑4 и IL‑10. Полученные дан‑
ные свидетельствуют о повышенной мобилизации организма и напряженности адаптационных механиз‑
мов на 5‑е сутки и выраженной системной провоспалительной реакции на 20‑е сутки, которая опосреду‑
ет развитие иммуносупрессии и возникновение болезней различной этиологии.
Ключевые слова: поросята, свиноматки, послеродовые болезни, цитокины
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В последние годы большое внимание уделяет‑
ся изучению цитокинов, осуществляющих взаи‑
мосвязь между неспецифическими защитными ре‑
акциями и  специфическим иммунитетом, участ‑
вующих в  регуляции многих иммунологических 
и физиологических процессов у человека и живот‑
ных, защите организма от инфекционных патоге‑
нов и восстановлении поврежденных тканей [1—4].

Исследованиями Г. Н. Чистяковой и соавт. [5], 
А. С. Симбирцева [1] показано, что уровень про‑
дукции цитокинов иммунокомпетентными клетка‑
ми служит важным показателем состояния иммун‑
ной системы новорожденных в период адаптации 
и, являясь ее главными медиаторами, обеспечива‑
ют взаимосвязь различных систем организма [6].

Работ, касающихся изучения цитокинового про‑
филя у поросят в ранний постнатальный период, 
опубликовано мало, при этом результаты исследо‑
ваний зарубежных авторов носят противоречивый 
характер. K. Nechvatalova [7], S. Elahi [8] исклю‑
чают наличие в сыворотке крови новорожденных 
поросят цитокинов, которые передаются им толь‑

ко с молозивом и молоком. Напротив, M. Sinkora 
et al. [9] считают, что уже на 26 день супоросности 
свиноматок в печени плода обнаруживается IFN-α/β 
секретирующих клеток, который может представ‑
лять ранний механизм противовирусной защиты.

Исследованиями A. Shakhov et al. [2] установ‑
лены экспрессия гена цитокина IL‑1α и наличие 
в сыворотке крови IL‑1β, IL‑2, IL‑4, IL‑10, TNF-α, 
INF-γ у поросят до приема молозива, а в период 
их выращивания под клинически здоровыми сви‑
номатками уровень указанных медиаторов повы‑
шается в связи с поступлением с молозивом (мо‑
локом) свиноматок и синтезом клетками собствен‑
ной иммунной системы.

У больных желудочно-кишечными бактери‑
альными инфекциями поросят-сосунов отмечено 
увеличение по сравнению с клинически здоровы‑
ми животными аналогичного возраста содержания 
провоспалительных цитокинов IL‑1β, TNF-α и осо‑
бенно γ-интерферона, а также IL‑2 и IL‑4, индуци‑
рующих соответственно клеточный и гуморальный 
иммунитет [10].
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Цель исследований — изучение цитокинового 
профиля у поросят, выращиваемых под свиномат‑
ками, переболевшими послеродовыми болезнями.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования проведены в промышленном сви‑
новодческом хозяйстве на поросятах контрольной 
группы (n = 11) и опытной группы (n = 11), выра‑
щиваемых под клинически здоровыми и свиномат‑
ками, у которых в течение 4—5 суток после родов 
регистрировали заболевания, проявляющиеся по‑
вышением температуры тела до 39,7 °C, угнете‑
нием, потерей аппетита, маститом, слизистыми 
и гнойными выделениями из половых путей.

Проведенное лечение животных с применени‑
ем метрамага, утеротона и айнила обеспечило их 
полное клиническое выздоровление. У поросят при 
удовлетворительном состоянии регистрировали 
диарею на 2 и 4 сутки после рождения.

Опыт проводили в соответствии с требования‑
ми действующих международных и  российских 
законодательных актов (Директива 2010/63/EU 
от 22.09.2010, Европейской конвенции (ETS123), 
Strasbourg, 1986), а  также требований комиссии 
по биоэтике ФГБНУ «ВНИВИПФиТ» (протокол 
№ 1—02/23 от 10.02.2023 г.).

От поросят обеих групп в возрасте 5 и 20 дней 
проведен забор крови, в сыворотке крови определя‑
ли содержание цитокинов: IL‑1β, IL‑2, IL‑4, IL‑10, 
TNF-α, INF-γ, INF-α методом иммуноферментного 
анализа с использованием коммерческих тест-си‑

стем ЗАО «Вектор-Бест» согласно утвержденным 
наставлениям к диагностическим наборам.

Оценку цитокинового баланса и  направлен‑
ности иммунного ответа определяли путем под‑
счета индексов соотношений провоспалительных 
и противовоспалительных медиаторов: IL‑1β/ IL‑4; 
IL‑1β/ IL‑10; IFN-γ/IL‑4; IFN-γ/IL‑10, индекса вос‑
палительной активности (ИВА), общего цитокино‑
вого индекса (ОЦИ) и индекса, характеризующего 
соотношение Т-хелперных цитокинов — (ЦИ ThI/ 
ThII) [3, 11].

Статистическую обработку полученных дан‑
ных проводили с использованием прикладных ком‑
пьютерных программ «Statistica 10.0» (Stat Soft Inc., 
США) и  Microsoft Excel. Оценку достоверности 
определяли по критерию Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

У поросят опытной группы в возрасте 5‑ти дней 
по сравнению с контролем отмечено повышенное 
содержание провоспалительных цитокинов: IL‑1β, 
являющегося важнейшим медиатором воспале‑
ния, инициирующим развитие и регуляцию неспе‑
цифических и специфических механизмов имму‑
нитета [1], на 18,4 %, TNF-α, стимулирующего Т- 
и  В-лимфоциты, регулирующего интенсивность 
воспаления и усиливающего фагоцитарную актив‑
ность моноцитов [2], на 8,9 %, и INF-γ, активирую‑
щего клеточные механизмы защиты и ингибирую‑
щего гуморальные факторы иммунного ответа [3], 
на 19,5 % (табл. 1).

		  Таблица 1 
Содержание цитокинов у поросят

Показатели
Поросята 5-дневного возраста, выращи‑

ваемые под свиноматками
Поросята 20-дневного возраста, выращи‑

ваемые под свиноматками

здоровыми переболевшими здоровыми переболевшими

IL‑1β, пг/мл 4,73 ± 0,2 5,65 ± 0,31* 4,37 ± 0,23 5,53 ± 0,36*

IL‑2, пг/мл 2,45 ± 0,07 2,75 ± 0,12* 2,90 ± 0,13+ 2,57 ± 0,06*

IL‑4, пг/мл 1,98 ± 0,09 2,02 ± 0,17 1,90 ± 0,19 1,71 ± 0,09

IL‑10, пг/мл 2,78 ± 0,04 3,3 ± 0,26 3,41 ± 0,23+ 3,15 ± 0,11

TNF-α, пг/мл 6,10 ± 0,04 6,64 ± 0,07* 5,56 ± 0,08+ 5,71 ± 0,21+

INF-γ, пг/мл 118,8 ± 4,87 142,0 ± 7,95* 136,7 ± 2,6+ 178,8 ± 7,34+*

INF-α, пг/мл 21,7 ± 0,33 21,1 ± 1,83 16,9 ± 0,18+ 18,0 ± 0,96+

	 *	р < 0,05—0,001 — по отношению к показателям у поросят, выращиваемых под здоровыми свиноматками
	 +	р < 0,05—0,001 — по отношению к показателям предыдущему периоду
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У них же регистрировали и повышенный уро‑
вень противовоспалительного цитокина IL‑10, яв‑
ляющегося антагонистом цитокинов воспаления 
и индуцирующего гуморальное звено иммуните‑
та [12], на 18,7 %, что обусловлено компенсатор‑
ной реакцией, направленной на ингибирование из‑
быточного синтеза провоспалительных цитокинов 
IL‑1β и TNF-α.

У животных опытной группы отмечено повы‑
шенное содержание IL‑2, являющегося индуктором 

секреции иммунопотенцирующих лимфо- и моно‑
кинов, оказывающего влияния на факторы есте‑
ственного иммунитета и участвующего в форми‑
ровании гуморального и  клеточно-опосредован‑
ного иммунных ответов [1], на 12,2 %.

Суммарная активность эндогенных медиато‑
ров воспаления и индекс, отражающий соотноше‑
ние цитокинов, продуцируемых Th‑1 и Th‑2 клет‑
ками, у поросят опытной группы были выше на 
12,7 и 7,0 % соответственно (табл. 2). 

		  Таблица 2 
Индексы воспалительной активности и отношения про- и противовоспалительных цитокинов

Показатели
Поросята 5-дневного возраста, выращи‑

ваемые под свиноматками
Поросята 20-дневного возраста, выращи‑

ваемые под свиноматками

здоровыми переболевшими здоровыми переболевшими

ИВА 5,5 ± 0,28 6,2 ± 0,59 5,3 ± 0,49 6,6 ± 0,36*

ОЦИ 33,5 ± 1,37 34,1 ± 3,17 31,5 ± 1,88 43,1 ± 2,09*+

ЦИ Th1/Th2 26,8 ± 1,29 28,6 ± 3,08 27,4 ± 1,82 38,3 ± 2,03*+

IL‑1β/IL‑10 1,71 ± 0,08 1,73 ± 0,14 1,29 ± 0,05+ 1,75 ± 0,06*

IL‑1β/IL‑4 2,41 ± 0,16 2,87 ± 0,37 2,33 ± 0,14 3,26 ± 0,29*

INFу/IL‑10 42,7 ± 1,64 43,4 ± 4,63 40,1 ± 2,99 56,5 ± 2,99*+

INFу/IL‑4 60,4 ± 4,18 72,3 ± 7,06 72,3 ± 4,71 104,8 ± 8,79*+

	 *	р < 0,05—0,001 — по отношению к показателям у поросят, выращиваемых под здоровыми свиноматками
	 +	р < 0,05—0,001 — по отношению к показателям предыдущему периоду

Соотношения IL‑1β/IL‑4 и INF-γ/IL‑4 у них пре‑
вышали контрольные значения на 19,1 и 19,7 %, 
что указывает на активную выработку провоспа‑
лительных цитокинов у животных опытной груп‑
пы, свидетельствующую о  напряжении компен‑
саторно-приспособительных механизмов [3, 11]. 
Полученные результаты согласуются с  клиниче‑
ским проявлением у  них диарейного синдрома 
в 2—4 суточном возрасте.

В 20-дневном возрасте у поросят, выращивае‑
мых под здоровыми свиноматками, концентрация 
IL‑1β снизилась на 7,6 %, у  животных опытной 
группы также отмечена тенденция к  снижению 
его содержания, при этом уровень IL‑1β у них был 
выше на 26,5 % показателя контроля.

Кроме того у поросят опытной и контрольной 
групп установлено снижение количества TNF-α, 
являющегося важнейшим медиатором активации 
иммунных процессов воспалительного характе‑

ра, воздействуя на макрофаги, Т- и В-лимфоциты, 
NK-клетки [4], на 14,0 и 8,9 % и INF-α, проявля‑
ющего иммуномодулирующие свойства, повышая 
активность естественных киллеров, Т-хелперов, 
фагоцитов, интенсивность дифференцировки 
В-лимфоцитов [1] на 14,7 и 22,1 %.

При общей тенденции увеличения у поросят 
обеих групп количества INF-γ, ответственного за 
индукцию выработки провоспалительных цитоки‑
нов [4], на 15,1 и 25,9 % его значение у животных 
опытной группы превышало на 30,8 %, что свиде‑
тельствует о повышении активности лимфоцитов 
типа ThI. У поросят, выращиваемых под переболев‑
шими свиноматками, отмечено снижение уровня 
IL‑2 на 6,5 % и IL‑10 на 4,5 %, в то время как у по‑
росят контрольной группы их количество увели‑
чилось на 18,4 и 22,7 % соответственно.

В этот период у  поросят опытной груп‑
пы установлено снижение содержания IL‑4, яв‑
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ляющегося фактором дифференцировки для Т- 
и В-лимфоцитов, и индуцирующего гуморальный 
иммунитет [12], на 15,3 %.

При этом у животных опытной группы содер‑
жание IL‑2, IL‑4 и IL‑10 было меньше на 11,4; 10,0 
и 7,6 % соответственно по сравнению с аналогич‑
ными показателями контроля, что указывает на 
снижение клеточной и особенно гуморальной за‑
щиты и компенсаторных приспособительных ме‑
ханизмов.

Суммарная активность эндогенных медиаторов 
воспаления и общий цитокиновый индекс у живот‑
ных опытной группы повысились на 6,4 и 26,5 %, 
а у поросят контрольной группы отмечена тенден‑
ция к  их снижению, в  результате чего значения 
ИВА и ОЦИ у поросят, выращиваемых под пере‑
болевшими свиноматками, были выше на 24,0 % 
и 37,0 % соответственно.

Цитокиновый индекс, отражающий соотноше‑
ние медиаторов, продуцируемых ThI и ThII лим‑
фоцитами, у  животных опытной группы увели‑
чился на 33,8 % и был выше на 39,8 %, что сви‑
детельствует о превалировании у них клеточного 
иммунного ответа.

Существенные изменения у подопытных поро‑
сят произошли и в соотношениях отдельных про‑
воспалительных цитокинов к  противовоспали‑
тельным медиаторам. У поросят опытной группы 
установлено увеличение IL‑1β/IL‑4 на 13,6; INF-γ/
IL‑10 на 30,2 и INF-γ/IL‑4 на 45,0 %, в то время как 
у животных контрольной группы отмечено сниже‑
ние IL‑1β/IL‑10 на 24,6 %, INF-γ/IL‑10 на 6,0 % при 
повышении INF-γ/IL‑4 на 19,8 %.

Вследствие этого у поросят, выращиваемых под 
переболевшими свиноматками, были выше значе‑
ния IL‑1β/IL‑10 на 35,7 %, IL‑1β/IL‑4 на 39,9 %, 
INF-γ/IL‑10 на 41,0 %, INF-γ/IL‑4 на 44,9 % отно‑
сительно контроля.

Анализ полученных результатов выявил нали‑
чие иммунного дисбаланса, проявившегося уве‑
личением концентрации INF-γ, основного цито‑
кина, секретируемого ThI лимфоцитами на фоне 
снижения уровня IL‑4, отвечающего за развитие 
иммунного ответа по ThII пути. Повышенная про‑
дукция INF-γ у новорожденных поросят, выращи‑
ваемых под переболевшими свиноматками, воз‑
можно, является физиологическим защитным от‑
ветом и  определяет способность к  нормальному 
течению периода новорожденности [12]. Вместе 
с тем баланс между провоспалительными и про‑
тивовоспалительными цитокинами является важ‑
ным моментом в регуляции воспалительной реак‑

ции и определяет преимущество клеточного или 
гуморального иммунного ответа [4].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенными исследованиями у поросят, выра‑

щиваемых под переболевшими послеродовыми бо‑
лезнями свиноматками, по сравнению с приплодом 
под клинически здоровыми животными на 5‑е сут‑
ки установлено повышенное содержание провос‑
палительных цитокинов IL‑1β, TNF-α, IFN-γ, IL‑2, 
противовоспалительных медиаторов IL‑4 и  IL‑10 
и увеличение суммарной активности эндогенных ме‑
диаторов воспаления, цитокинового индекса и соот‑
ношений IL‑1β/IL‑4 и IFN-γ/IL‑4, свидетельствую‑
щие о высокой степени напряженности адаптацион‑
ных механизмов. На 20‑е сутки выявлен дисбаланс 
цитокинов, проявляющийся повышением общего 
соотношения про- и противовоспалительных ци‑
токинов, индекса Th1/Th2, отношений IL‑1β/IL‑10 
и IFN-γ/IL‑10, IL‑1β/IL‑4 и IFN-γ/IL‑4, существенным 
увеличением содержания IFN-γ при снижении уров‑
ня IL‑2, IL‑4 и IL‑10, что указывает на превалирова‑
ние клеточного иммунного ответа над гуморальным.

Выявленные изменения у  поросят, выращи‑
ваемых под переболевшими послеродовыми бо‑
лезнями свиноматками, свидетельствуют о  бо‑
лее выраженной провоспалительной реакции, 
которая опосредует развитие иммуносупрессии 
и возникновение болезней различной этиологии. 
Полученные результаты обосновывают необходи‑
мость применения иммуномодулирующих средств 
для повышения иммунного статуса.
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Abstract. The article presents the results of a study of the cytokine profile in piglets during the suckling period 
on an industrial pig breeding farm. In the piglets reared under the sows that have had postpartum diseases, com‑
pared with the piglets under clinically healthy animals at the age of 5 days, an increased content of pro-inflam‑
matory cytokines IL‑1β, TNF-α and INF-γ, IL‑2, anti-inflammatory mediators IL‑4 and IL‑10, total activity of 
endogenous inflammatory mediators, cytokine index and IL‑4β/IL‑4 and INF-γ/IL‑4 ratio were detected. Along 
with this, at the of age 20 days there was an increase in the total ratio of pro- and anti-inflammatory cytokines, 
the ratio of IL‑1β/IL‑10 and INF-γ/IL‑10 with a decrease in the level of IL‑2, IL‑4 and IL‑10. The data obtained 
indicate increased mobilization of the body and tension of adaptation mechanisms on day 5 and a pronounced 
systemic pro-inflammatory reaction on day 20, which mediates the development of immunosuppression and the 
occurrence of diseases of various etiologies.
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In recent years, much attention has been paid 
to the study of cytokines that mediate the relation‑
ship between nonspecific protective reactions and 
specific immunity, participating in the regulation 
of many immunological and physiological process‑
es in humans and animals, protecting the body from 
infectious pathogens and restoring damaged tissues  
[1—4].

The research by G. N. Chistyakova et al. [5], 
A. S. Simbirtsev [1] showed that the level of cyto‑
kine production by immunocompetent cells serves as 
an important indicator of the immune system state of 
the newborns during the adaptation period and, being 
its main mediators, ensure the interconnection of var‑
ious body systems [6].

Little works have been published on the study of 
the cytokine profile in piglets in the early postnatal pe‑
riod, and the results of studies by foreign authors are 
contradictory. K. Nechvatalova [7], S. Elahi [8] ex‑
clude the presence of cytokines in the blood serum of 
newborn piglets, which are transmitted to them only 
with colostrum and milk. On the contrary, M. Sinkora 
et al. [9] believe that in sows already on day 26 of ges‑
tation, IFN-α/β of secreting cells are detected in the fe‑
tal liver, which may represent an early mechanism of 
antiviral protection.

The research by A. Shakhov et al. [2] established 
the expression of the IL‑1α cytokine gene and the pres‑
ence of IL‑1β, IL‑2, IL‑4, IL‑10, TNF-α, INF-γ in the 
blood serum in piglets before receiving colostrum, and 
during their rearing under clinically healthy sows, the 
level of these mediators increases due to the intake 
from the colostrum (milk) of sows and synthesis by 
the cells of their own immune system.

In the suckling piglets with gastrointestinal bac‑
terial infections, in comparison with the clinically 
healthy animals of the same age, there was noted an 
increase in the content of pro-inflammatory cytokines 
IL‑1β, TNF-α and especially interferon-γ, as well as 
IL‑2 and IL‑4, which induce cellular and humoral im‑
munity, respectively [10].

The objective of the research was to study the cy‑
tokine profile in the piglets reared under the sows that 
have had postpartum diseases.

MATERIAL AND METHODS
The studies were conducted on an industrial pig 

breeding farm on piglets of the control group (n = 11) 
and the experimental group (n = 11), reared un‑
der clinically healthy sows and the sows, that man‑
ifested the diseases by an increase in body tempera‑
ture up to 39.7 °C after farrowing, depression, loss 
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of appetite, mastitis, mucous and purulent discharg‑
es from the genital tract, which were recorded within  
4—5 days.

The treatment of animals with the use of metramag, 
uteroton and ainil ensured their complete clinical re‑
covery. In piglets with a satisfactory condition, diar‑
rhea was recorded on days 2 and 4 after birth.

The experiment was carried out in accordance with 
the requirements of current international and Russian 
legislative acts (Directive 2010/63/EU dtd. September 
22, 2010, the European Convention (ETS123), 
Strasbourg, 1986), as well as the requirements of the 
bioethics commission of FSBSI “ARVRIPP&T” (pro‑
tocol No. 1—02/23 dtd. February, 10, 2023).

The blood was taken from piglets of both groups 
at the age of 5 and 20 days; the content of cytokines 
in the blood serum was determined: IL‑1β, IL‑2, IL‑4, 
IL‑10, TNF-α, INF-γ, INF-α — by enzyme immuno‑
assay analysis using commercial test systems of CJSC 
“Vektor-Best” in accordance with the approved instruc‑
tions for diagnostic kits.

The assessment of the cytokine balance and di‑
rection of the immune response was determined by 
calculating indices of the ratios of pro-inflammatory 

and anti-inflammatory mediators: IL‑1β/IL‑4; IL‑1β/
IL‑10; IFN-γ/IL‑4; IFN-γ/IL‑10, index of inflamma‑
tory activity (IIA), total cytokine index (TCI) and the 
index characterizing the ratio of T-helper cytokines 
(CI ThI/ThII) [3, 11].

The statistical processing of the obtained data 
was carried out using applied computer programs 
“Statistica 10.0” (Stat Soft Inc., USA) and Microsoft 
Excel. The reliability assessment was determined us‑
ing the Student’s t test.

RESULTS AND DISCUSSION
In the piglets of the experimental group at the age 

of 5 days, compared with the control, an increased con‑
tent of pro-inflammatory cytokines was noted: IL‑1β, 
which is the most important mediator of inflammation, 
initiating the development and regulation of nonspe‑
cific and specific mechanisms of immunity [1] — by 
18.4 %, TNF-α, stimulating T- and B-lymphocytes, 
regulating the intensity of inflammation and enhanc‑
ing the phagocytic activity of monocytes [2] — by 
8.9 %, and INF-γ, activating cellular defense mecha‑
nisms and inhibiting humoral factors of the immune 
response [3] — by 19. 5 % (Table 1).

		  Table 1 
Cytokine content in piglets

Indicators
Piglets at the age of 5 days, reared under 

sows
Piglets at the age of 20 days, reared under 

sows

healthy have had the disease healthy have had the disease

IL‑1β, pg/ml 4.73 ± 0.2 5.65 ± 0.31* 4.37 ± 0.23 5.53 ± 0.36*

IL‑2, pg/ml 2.45 ± 0.07 2.75 ± 0.12* 2.90 ± 0.13+ 2.57 ± 0.06*

IL‑4, pg/ml 1.98 ± 0.09 2.02 ± 0.17 1.90 ± 0.19 1.71 ± 0.09

IL‑10, pg/ml 2.78 ± 0.04 3.3 ± 0.26 3.41 ± 0.23+ 3.15 ± 0.11

TNF-α, pg/ml 6.10 ± 0.04 6.64 ± 0.07* 5.56 ± 0.08+ 5.71 ± 0.21+

INF-γ, pg/ml 118.8 ± 4.87 142.0 ± 7.95* 136.7 ± 2.6+ 178.8 ± 7.34+*

INF-α, pg/ml 21.7 ± 0.33 21.1 ± 1.83 16.9 ± 0.18+ 18.0 ± 0.96+

	 *	p < 0.05—0.001 — in relation to the indicators in the piglets reared under healthy sows
	 +	p < 0.05—0.001 — in relation to the indicators of the previous period

There was also recorded an increased level of the 
anti-inflammatory cytokine IL‑10, which is an antag‑
onist of inflammatory cytokines and induces humoral 
immunity [12], by 18.7 %, which is due to a compen‑
satory reaction aimed at inhibiting the excessive syn‑
thesis of proinflammatory cytokines IL‑1β and TNF-α.

In the animals of the experimental group, there was 
an increased content of IL‑2 (by 12.2 %), which is an 
inducer of the secretion of immunopotentiating lym‑
pho- and monokines, affecting the factors of natural 
immunity and participating in the formation of humor‑
al and cell-mediated immune responses [1],
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The total activity of endogenous inflammatory me‑
diators and the index reflecting the ratio of cytokines 
produced by Th‑1 and Th‑2 cells the piglets of the ex‑
perimental group were higher by 12.7 and 7.0 %, re‑
spectively (Table 2). The ratios of IL‑1β/IL‑4 and 
INF-γ/IL‑4 in them exceeded the control values by 19.1 
and 19.7 %, which indicated the active production of 
pro-inflammatory cytokines in the animals of the ex‑
perimental group, indicating the tension of compen‑
satory and adaptive mechanisms [3, 11]. The results 
obtained are consistent with the clinical manifestation 
of diarrhea syndrome in them at the age of 2—4 days.

At the age of 20 days, in the piglets reared under 
healthy sows, the concentration of IL‑1β decreased 
by 7.6 %, in the animals of the experimental group, a 
tendency to a decrease in its content was also noted, 
while their level of IL‑1β was by 26.5 % higher than 
the control indicator.

In addition, in the piglets of the experimental and 
control groups, a decrease in the amount of TNF-α, 
which is the most important mediator of the activation 
of inflammatory immune processes, affecting macro‑
phages, T- and B-lymphocytes, NK cells [4], was found 
to decrease by 14.0 and 8.9 %, and INF-α, which ex‑
hibits immunomodulatory properties, increasing the 

activity of natural killer cells, T-helper cells, phago‑
cytes, and the intensity of B-lymphocyte differentia‑
tion [1] — by 14.7 and 22.1 %.

With a general tendency to increase in the piglets 
of both groups the amount of INF-γ, responsible for 
the induction of the production of pro-inflammatory 
cytokines [4], by 15.1 and 25.9 %, its value in the an‑
imals of the experimental group exceeded by 30.8 %, 
which indicated an increase in the activity of ThI type 
lymphocytes.

In the piglets reared under recovered sows, a de‑
crease in the level of IL‑2 by 6.5 % and IL‑10 — by 
4.5 % was noted, while in the piglets of the control 
group their number increased by 18.4 and 22.7 %, re‑
spectively.

During this period, the piglets of the experimen‑
tal group showed a decrease in the content of IL‑4 
(by 15.3 %), which is a differentiation factor for T- and 
B-lymphocytes and induces humoral immunity [12].

At the same time, in the animals of the experimen‑
tal group the content of IL‑2, IL‑4 and IL‑10 was less 
by 11.4, 10.0 and 7.6 %, respectively, compared with 
the similar control indicators, which indicated a de‑
crease in cellular and especially humoral protection 
and compensatory adaptive mechanisms.

		  Table 2 
Indices of inflammatory activity and the ratio of pro- and anti-inflammatory cytokines

Indicators
Piglets at the age of 5 days, reared under 

sows
Piglets at the age of 20 days, reared under 

sows

healthy have had the disease healthy have had the disease

IIA 5.5 ± 0.28 6.2 ± 0.59 5.3 ± 0.49 6.6 ± 0.36*

TCI 33.5 ± 1.37 34.1 ± 3.17 31.5 ± 1.88 43.1 ± 2.09*+

CI Th1/Th2 26.8 ± 1.29 28.6 ± 3.08 27.4 ± 1.82 38.3 ± 2.03*+

IL‑1β/IL‑10 1.71 ± 0.08 1.73 ± 0.14 1.29 ± 0.05+ 1.75 ± 0.06*

IL‑1β/IL‑4 2.41 ± 0.16 2.87 ± 0.37 2.33 ± 0.14 3.26 ± 0.29*

INFу/IL‑10 42.7 ± 1.64 43.4 ± 4.63 40.1 ± 2.99 56.5 ± 2.99*+

INFу/IL‑4 60.4 ± 4.18 72.3 ± 7.06 72.3 ± 4.71 104.8 ± 8.79*+

	 *	p < 0.05—0.001 — in relation to the indicators in the piglets reared under healthy sows
	 +	p < 0.05—0.001 — in relation to the indicators of the previous period

The total activity of endogenous inflammatory me‑
diators and the total cytokine index in the animals of 
the experimental group increased by 6.4 and 26.5 %, 
and in the piglets of the control group there was a ten‑

dency towards their decrease, as a result of which the 
values of IIA and TCI in the piglets reared under re‑
covered sows were higher by 24.0 % and 37.0 %, re‑
spectively.



Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 4 (25) • 2023	 183

Cytokine profile in the piglets reared by the sows that have had postpartum diseases

The cytokine index, reflecting the ratio of media‑
tors, produced by ThI and ThII lymphocytes, in the an‑
imals of the experimental group, increased by 33.8 % 
and was higher by 39.8 %, which indicated the preva‑
lence of the cellular immune response in them.

Significant changes in the experimental piglets also 
occurred in the ratios of individual pro-inflammatory 
cytokines to anti-inflammatory mediators. In the pig‑
lets of the experimental group, there was found an in‑
crease in IL‑1β/IL‑4 by 13.6, INF-γ/IL‑10 — by 30.2 
and INF-γ/IL‑4 — by 45.0 %, while the animals in 
the control group showed a decrease in IL‑1β/IL‑10 
by 24.6 %, INF-γ/IL‑10 — by 6.0 % with an increase 
in INF-γ/IL‑4 by 19.8 %.

As a result, in the piglets reared under sick sows, 
the values of IL‑1β/IL‑10 were higher by 35.7 %, 
IL‑1β/IL‑4 — by 39.9 %, INF-γ/IL‑10 — by 41.0 %, 
INF-γ/IL‑4 — by 44.9 %, relative to the control.

The analysis of the results revealed the presence of 
an immune imbalance, manifested by an increase in the 
concentration of INF-γ, the main cytokine, secreted by 
ThI lymphocytes against the background of a decrease 
in the level of IL‑4, which is responsible for the devel‑
opment of the immune response along the ThII path‑
way. Increased production of INF-γ in the newborn pig‑
lets reared under recovered sows may be a physiolog‑
ical protective response and determines the ability to 
normalize the neonatal period [12]. However, the bal‑
ance between pro-inflammatory and anti-inflammato‑
ry cytokines is an important point in the regulation of 
the inflammatory response and determines the advan‑
tage of the cellular or humoral immune response [4].

CONCLUSION
The studies conducted in the piglets reared under 

the sows that have had postpartum diseases, compared 
with the offspring under clinically healthy animals, on 
day 5 revealed an increased content of pro-inflamma‑
tory cytokines IL‑1β, TNF-α, IFN-γ, IL‑2, anti-inflam‑
matory mediators IL- 4 and IL‑10 and an increase in 
the total activity of endogenous inflammatory medi‑
ators, the cytokine index and the ratios of IL‑1β/IL‑4 
and IFN-γ/IL‑4, indicating a high degree of tension in 
the adaptation mechanisms. On day 20, an imbalance 
of cytokines was revealed, manifested by an increase 
in the overall ratio of pro- and anti-inflammatory cyto‑
kines, the Th1/Th2 index, the IL‑1β/IL‑10 and IFN-γ/
IL‑10 ratios, IL‑1β/IL‑4 and IFN -γ/IL‑4, a signifi‑
cant increase in the content of IFN-γ with a decrease 
in the level of IL‑2, IL‑4 and IL‑10, which indicated 
the prevalence of the cellular immune response over 
the humoral one.

The identified changes in the piglets reared under 
the sows that have had postpartum diseases indicate 
a more pronounced pro-inflammatory reaction, which 
mediates the development of immunosuppression and 
the occurrence of diseases of various etiologies. The 
results obtained substantiate the need for the use of 
immunomodulatory agents to improve immune status.
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Аннотация. В статье представлены результаты цито-гистологических и молекулярно-генетических ис‑
следований при катаральном мастите у коров. Установлено, что в секрете молочной железы коров, боль‑
ных катаральным маститом, отмечено наличие дегенеративных изменений в клетках (конденсированный 
хроматин, пикноз и рексис ядер), разрушенных лейкоцитов, скопление бактерий. Гистологические иссле‑
дования свидетельствуют о том, что при клиническом катаральном мастите происходит утолщение аль‑
веолярных перегородок вследствие лейкоцитарной инфильтрации. Из них клетки воспаления мигрируют 
в просвет альвеол, вследствие чего выделяются с молоком. Молекулярно-генетический анализ экспрессии 
гена цитокина TGFb показал, что его уровень у больных животных в 35,5 раз больше, чем у здоровых. По‑
казатели IL‑10 в 2,7 раз были больше у здоровых животных, чем у больных. Уровень экспрессии IL‑1α был 
больше у коров, больных маститом в 20,8 раз. Экспрессия гена IL‑1β была выше в 82,7 раза у больных ко‑
ров, чем у здоровых. Экспрессия гена цитокина IFNα была выше в 14,8 раз у больных коров, чем у здоро‑
вых. При проведении молекулярно-генетических исследований было выявлено течение острого воспали‑
тельного процесса.
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Заболевания молочной железы являются наибо‑
лее распространенной проблемой животноводства 
и наносят огромный экономический ущерб сель‑
скому хозяйству. Так, по разным данным, клини‑
ческий мастит регистрируется у 2,0—10,0 % жи‑
вотных от дойного поголовья, а субклиническим 
маститом может болеть до 30,0 % коров в  пери‑
од лактации. Помимо этого, у животных, которые 
болели маститом, часто случаются рецидивы, при 
этом поражается одна и та же доля [1].

Известно, что наиболее частым этиологиче‑
ским фактором возникновения мастита выступает 
условно-патогенная микрофлора, которая чаще все‑
го проникает в молочную железу через сосковый 
канал. После чего в большинстве случаев развива‑
ется клинически выраженное катаральное воспале‑
ние молочной железы. Катаральный мастит требует 
больших экономических затрат на лечение и чаще 

рецидивирует, что также снижает молочную про‑
дуктивность животного [2].

Поэтому изучение патогенеза мастита являет‑
ся важным шагом к созданию эффективных мето‑
дов лечения и профилактики данного заболевания. 
Одним из способов, который позволяет изучить ме‑
ханизмы воспалительных процессов при мастите, 
является метод оценки уровня экспрессии генов. 
Данный метод позволяет не только определить, ка‑
кие гены активизируются в ответ на воспалитель‑
ные процессы, вызванные возбудителями мастита, 
но и также возможные паттерны работы изучаемых 
генов, их активизацию, ингибирование друг дру‑
га и так далее [3].

Методологические принципы анализа уровня 
экспрессии основаны на количественной оценке 
содержания транскриптов (мРНК) данных генов 
в анализируемой ткани методом ПЦР в реальном 
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времени. Данная технология может быть использо‑
вана для молекулярно-генетического анализа воз‑
можного риска осложнения воспалительного про‑
цесса [4].

Морфологические исследования включают 
проведение цитологического, гистологического 
исследования материала. Материалом для цито‑
логических исследований служит секрет молоч‑
ной железы, а для гистологических — ткани вы‑
мени, которые отбираются при помощи биопсии 
или аутопсии [5].

Необходимость гистологического и цитологи‑
ческого исследования определяется сложностью 
дифференциальной диагностики [6].

Цель исследования изучить патоморфологи‑
ческие и молекулярно-генетические изменения мо‑
лочной железы коров при катаральном мастите.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Для проведения исследований были сформиро‑
ваны две группы животных по 6 голов в каждой. 
Животные первой группы  — клинически здоро‑
вые коровы, второй группы — больные, клиниче‑
ски выраженным катаральным маститом. Диагноз 

на катаральный мастит устанавливали в соответ‑
ствии с «Наставлением по диагностике, терапии 
и профилактике мастита у коров» (М.,2000).

Для проведения цитологических исследова‑
ний от всех животных был отобран секрет молоч‑
ной железы с целью формирования клеточных бло‑
ков («Cell-blok»).

Материалом для гистологических исследова‑
ний служили образцы ткани молочной железы от 
коров с подтвержденным диагнозом катаральный 
мастит и от здоровых животных. Гистологические 
исследования также проводили по общепринятой 
методике.

Материалом для экспрессии служила ткань 
молочной железы коров обеих групп, отобранная 
в пробирки с фиксатором IntactRNA для стабили‑
зации РНК в образцах. Затем из нее была выделе‑
на РНК с  использованием набора РНК-Экстран 
(Синтол, Россия), после чего была проведена об‑
ратная транскрипция с помощью набора MMLV RT 
Kit (Евроген, Россия). ПЦР — смеси наводились 
с учетом специально подобранных праймеров для 
каждого из цитокинов (табл. 1) с использованием 
коммерческой смеси реактивов 5X qPCRmix-HS 
SYBR (Евроген, Россия).

		  Таблица 
Перечень последовательностей праймеров цитокинов

Название цитокина Последовательность

TGFb F: CTGAGCCAGAGGCGGACTAC
R: TGCCGTATTCCACCATTAGCA

IL‑10 F: CTTGTCGGAAATGATCCAGT
R: TCTCTTGGAGCTCACTGAAG

IL‑1α F: TCTTGGGAGGACTGAGGCTA
R: CAGCAGCAAACTGAGAC

IL‑1β F: AAATGAACCGAGAAGTGGTGTT
R: TTCCATATTCCTCTTGGGGTAGA

IFNα F: CCGATGGCCCCAGCCTGGTCC
R: GGATGGATCCTCAGTCCTTTCTCCTGAA

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И ОБСУЖДЕНИЯ

При цитологическом исследовании секрета вы‑
мени коров, больных катаральным маститом, 80,0 % 
клеток составили полиморфоядерные нейтрофилы. 
У части клеток отмечается кариопикноз и карио‑
рексис. Также отмечалось большое количество де‑
структированных лейкоцитов и оформленной же‑

лезистой структуры, что указывает на деструкцию 
паренхимы органа. Эпителиальные клетки имели 
округлую цитоплазму, ядра были частично смеще‑
ны к полюсу и у некоторых клеток отмечали кон‑
денсацию хроматина и пикноз ядер. В секрете мо‑
лочной железы присутствовали бактерии, окружен‑
ные лейкоцитами, что указывает на бактериальную 
природу катарального мастита (рис. 1) [7].
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Рис. 1. Клеточный состав секрета молочной железы при катаральном мастите, окраска гематоксилин-эозин:
А — железистая структура (стрелка), ув. 400х; Б — клеточный детрит и деструкция ядер нейтрофилов (стрелка), 

ув. 2000х, В — бактерии, окруженная лейкоцитами, ув. 1000х. Окраска — гематоксилин-эозин

При цитологическом исследовании секрета мо‑
лочной железы здоровых коров выявлены белко‑
вые массы, которые окрашивались эозинофиль‑
но (рис 2 Б, стрелка) и присутствовали небольшие 
скопления лейкоцитов. Клетки, представлены по 
большей части нейтрофилами, с  округлой цито‑

плазмой и ядром с 2—3 сегментами. Макрофаги 
составляли 10,0 % клеток и имели округлое цен‑
трально расположенное ядро с округлой цитоплаз‑
мой. Эпителиальные клетки имели округлое ядро, 
смещенное к полюсу и оксифильно-окрашенную 
цитоплазму (рис. 2).

 
	 А	 Б	 В

Рис. 2. Клеточный состав секрета здоровой молочной железы, окраска гематоксилин-эозин:
А, Б — общий вид, ув. 400х; В — вид на клеточный состав, ув. 1000х

Так, в секрете молочной железы коров, больных 
катаральным маститом, отмечали наличие дегене‑
ративных изменений в клетках (конденсированный 
хроматин, пикноз и рексис ядер), разрушенных лей‑
коцитов, скопление бактерий. Наличие железистой 
структуры в секрете при катаральном мастите, мо‑
жет служить маркером разрушения паренхимы мо‑
лочной железы.

При гистологическом исследовании здоровой 
молочной железы отмечали тонкие соединитель‑
нотканные перегородки, на которых располага‑
лись железистые структуры. В просвете альвеол 

отмечали структуры, по морфологии напомина‑
ющие обломки клеток, а также капли жира и еди‑
ничные эритроциты. Капилляры были кровена‑
полнены. Клетки железистого эпителия имели ха‑
рактерное строение — смещенное к полюсу ядро 
и цитоплазму (рис. 3)

В ткани молочной железы при катаральном ма‑
стите отмечали утолщение межальвеолярных пе‑
регородок, которое было связано с инфильтраци‑
ей лейкоцитами. 

В просвете альвеол визуализировались лейко‑
циты, представленные нейтрофилами, эозинофи‑
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лами и макрофагами. Эпителиальные клетки аль‑
веол имели признаки дистрофии, что выражалось 
в вакуолизации их цитоплазмы (рис. 4)

Проведенными гистологическими исследова‑
ниями было установлено, что при катаральном ма‑
стите происходит утолщение альвеолярных пере‑
городок вследствие лейкоцитарной инфильтрации, 
а также наличие в альвеолах железы катарально‑
го экссудата.

При анализе уровня экспрессии генов в секре‑
те молочной железы, полученного от здоровых 
и больных катаральным маститом коров были по‑
лучены следующие результаты: уровень экспрес‑
сии гена TGFb был в 35,5 раз выше у больных жи‑
вотных, без достоверных различий. Это может сви‑
детельствовать о процессе активации клеточного 
пула в молочной железе на фоне катарального ма‑
стита (рис. 5).

	 	  
	 А	 Б	 В

Рис. 3. Гистологическое строение здоровой молочной железы лактирующей коровы, окраска гематокси‑
лин-эозин:

А — общий вид, ув. 40х; Б, В — вид на альвеолы с секретом в просвете. Б — ув. 400х; В — ув. 1000х

  
	 А	 Б	 В

Рис. 4. Молочная железа при катаральном мастите коровы, окраска гематоксилин-эозин:
А — общий вид, стрелками указаны утолщенные вследствие инфильтрации перегородки, ув. 40х; Б — молочный секрет 

с примесью лейкоцитов, ув. 400х; В — альвеола с лейкоцитами в просвете и инфильтратом в стенке, ув. 400х
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Рис. 5. Экспрессия гена цитокина TGFb у здоровых и больных катаральным маститом коров



Ветеринарный фармакологический вестник • № 4 (25) • 2023	 189

Патоморфологические и молекулярно‑генетические изменения молочной железы коров…

Экспрессия гена IL‑10 была больше в 2,7 раза 
у здоровых коров (рис. 6). Данный цитокин отно‑
сится к  группе противовоспалительных, ответ‑
ственный за купирование цитокинового шторма 
в организме. При катаральном мастите работа дан‑
ного гена снижена, что не позволяет своевременно 
ингибировать активность воспалительного ответа.

Экспрессия гена IL‑1α была больше у  ко‑
ров, больных катаральным маститом, в  20,8 раз 
(Р ˂ 0,05). Данный ген играет одну из основных 
ролей в  индуцировании и  поддержании раннего 
воспаления, т. к. цитокин является провоспали‑
тельным (рис. 7).
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Рис. 6. Экспрессия гена цитокина IL‑10 у здоровых и больных катаральным маститом коров
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Рис. 7. Экспрессия гена цитокина IL‑1α у здоровых и больных катаральным маститом коров
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Экспрессия гена IL‑1β была выше в 82,7 раза 
у больных коров (рис. 8). Данный цитокин отно‑
сится к  провоспалительным и  одним из первых 
включается в  процесс раннего воспаления, как 

и ген IL‑1α. Оба интерлейкина‑1 при катаральном 
мастите значительно повышают свою активность, 
развивая каскад реакций воспаления и провоцируя 
цитокиновый шторм.
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Рис. 8. Экспрессия гена цитокина IL‑1β у здоровых и больных катаральным маститом коров

Экспрессия IFNα была выше у больных осо‑
бей в 14,8 раз (рис. 9) Это может свидетельство‑
вать о реакции врожденного иммунитета в ответ на 
патоген. Анализ данных уровня экспрессии генов 
свидетельствует о том, что у больных коров с ост‑
рым течением катаральным маститом происходит 
активная выработка провоспалительных цитоки‑
нов, что приводит к развитию воспаления в мо‑
лочной железе.

Полученные нами данные гистологических 
исследований соотносятся с результатами других 
авторов. Так, для катарального мастита характер‑
ны следующие изменения — лейкоцитарный ин‑
фильтрат, катаральный эксудат в просвете молоч‑
ных альвеол, деструкция и некроз железистого эпи‑
телия [8—10].

Цитологические исследования также соот‑
ветствуют ранее полученным результатам дру‑
гих исследователей. Так Janka Turbók продемон‑
стрировала, что при мастите в клеточном составе 
молока нейтрофилы занимают 70,0—80,0 %, а ма‑
крофаги — до 20,0 %, при этом доля эпителиаль‑
ных клеток падает до 1,0 % [11]. Также по данным 
Canisso I., при катаральном мастите у коров часть 

нейтрофилов претерпевает качественные измене‑
ния — кариопикноз и гиперсегментацию ядра [12].

Анализ молекулярно-генетических исследо‑
ваний соотносятся с исследованиями других уче‑
ных. Цитокины IL‑1α, IL‑1β и TGFb являются ос‑
новными для развития воспалительного процесса 
в молочной железе, что подтверждается повыше‑
нием экспрессии. 

Однако точные механизмы все еще недостаточ‑
но изучены. Экспрессия генов TGFb у животных 
с катаральным маститом на наш взгляд может от‑
ражать тот факт, что данный ген стимулирует по‑
давление воспаления через ингибирование провос‑
палительных цитокинов. Рассматривая экспрессию 
IFNα иммунный ответ достигается за счет иммуно‑
модуляции и антипролиферативных свойств через 
связывание с рецепторами плазматической мембра‑
ны. Влияние на экспрессию генов про- и противо‑
воспалительных цитокинов еще недостаточно из‑
учено [13, 14].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, катаральный мастит характе‑

ризуется деструкцей железистых структур выме‑
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ни, воспалительной инфильтрацией межальвео‑
лярных перегородок, наличием катарального экс‑
судата и выходом лейкоцитов в просвет молочных 
альвеол с последующей секрецией их с молоком. 

Молекулярно-генетические исследования указыва‑
ют на острое течение катарального мастита у коров 
с возможной активизацией работы противовоспа‑
лительных цитокинов.
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Рис. 9. Экспрессия гена цитокина IFNα у здоровых и больных катаральным маститом коров
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Abstract. The article presents the results of cytohistological and molecular-genetic studies of catarrhal mastitis 
in cows. It was established that in the secretion of the mammary gland of cows with mastitis, the presence of de‑
generative changes in cells (condensed chromatin, pyknosis and rhexis of nuclei), destroyed leukocytes and ac‑
cumulation of bacteria were noted. Histological studies indicate that in case of clinical catarrhal mastitis, thick‑
ening of the alveolar septa occurs due to leukocyte infiltration. Out of them inflammatory cells migrate into the 
lumen of the alveoli, as a result of which they are excreted in milk. Molecular-genetic analysis of the expression 
of the TGFb cytokine gene showed that its level in sick animals was by 35.5 times higher than in healthy ones. 
IL‑10 levels were by 2.7 times higher in healthy animals than in sick ones. The expression level of IL‑1α was by 
20.8 times higher in the cows with mastitis. IL‑1β gene expression was by 82.7 times higher in sick cows than in 
healthy ones. The expression of the cytokine gene IFNα was by 14.8 times higher in sick cows than in healthy 
ones. When conducting molecular-genetic studies, the course of an acute inflammatory process was revealed.
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Mammary gland diseases are the most common 
problem in livestock production and cause huge eco‑
nomic losses to agriculture. Thus, according to var‑
ious sources, clinical mastitis is registered in 2.0—
10.0 % of animals from milking livestock, and up to 
30.0 % of cows during lactation can suffer from sub‑
clinical mastitis. In addition, relapses often occur in 
the animals that have suffered from mastitis, and the 
same lobe is affected [1].

It is known that the most common etiological fac‑
tor in the occurrence of mastitis is opportunistic mi‑
croflora, which most often penetrates the mammary 
gland through the nipple canal. After which, in most 
cases, clinically pronounced catarrhal inflammation 
of the mammary gland develops. Catarrhal mastitis 
requires high economic costs for treatment and recurs 
more often, which also reduces the milk productivity 
of the animal [2].

Therefore, studying the pathogenesis of mastitis 
is an important step towards creating effective meth‑
ods for treating and preventing this disease. One of the 
methods that allows us to study the mechanisms of in‑

flammatory processes in case of mastitis is the method 
of assessing the level of gene expression. This method 
allows not only to determine which genes are activat‑
ed in response to inflammatory processes caused by 
mastitis pathogens, but also possible patterns of oper‑
ation of the studied genes, their activation, inhibition 
of each other and so on [3].

The methodological principles of expression lev‑
el analysis are based on quantitative assessment of 
the transcript (mRNA) content of these genes in the 
analyzed tissue using the real-time PCR. This tech‑
nology can be used for molecular-genetic analysis of 
the possible risk of complications of the inflammato‑
ry process [4].

Morphological studies include cytological and 
histological examination of the material. The materi‑
al for cytological studies is the secretion of the mam‑
mary gland, and for histological studies — udder tis‑
sue, which is selected using a biopsy or autopsy [5].

The need for histological and cytological exam‑
ination is determined by the complexity of differen‑
tial diagnosis [6].
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The objective of the research was to study the 
pathomorphological and molecular-genetic changes 
in the mammary gland of cows with catarrhal mastitis.

MATERIAL AND METHODS
To conduct the research, two groups of animals of 

6 animals each were formed. The animals of the first 
group were clinically healthy cows, the animals of 
the second group suffered from clinically pronounced 
catarrhal mastitis. The diagnosis of catarrhal masti‑
tis was established in accordance with the Manual on 
the Diagnosis, Treatment and Prevention of Bovine 
Mastitis (M., 2000).

For cytological studies, mammary gland secretion 
was collected from all animals in order to form cell 
blocks (“Cell-block”).

The material for histological studies was samples 
of mammary gland tissue from the cows with a con‑
firmed catarrhal mastitis and from healthy animals. 
Histological studies were also carried out according 
to generally accepted methods.

The material for expression was mammary gland 
tissue from the cows of both groups, collected in tubes 
with IntactRNA fixative to stabilize the RNA in the 
samples. Then RNA was isolated from it using the 
RNA-Extran kit (Syntol, Russia), after which reverse 
transcription was performed using the MMLV RT Kit 
(Evrogen, Russia). PCR mixtures were adjusted tak‑
ing into account specially selected primers for each of 
the cytokines (Table 1) using a commercial mixture of 
5X qPCRmix-HS SYBR reagents (Evrogen, Russia).

		  Table 
List of cytokine primer sequences

Cytokine name Sequence

TGFb F: CTGAGCCAGAGGCGGACTAC
R: TGCCGTATTCCACCATTAGCA

IL‑10 F: CTTGTCGGAAATGATCCAGT
R: TCTCTTGGAGCTCACTGAAG

IL‑1α F: TCTTGGGAGGACTGAGGCTA
R: CAGCAGCAAACTGAGAC

IL‑1β F: AAATGAACCGAGAAGTGGTGTT
R: TTCCATATTCCTCTTGGGGTAGA

IFNα F: CCGATGGCCCCAGCCTGGTCC
R: GGATGGATCCTCAGTCCTTTCTCCTGAA

STUDY RESULTS AND DISCUSSION

In a cytological study of the udder secretion of 
cows with catarrhal mastitis, 80.0 % of the cells were 
polymorphonuclear neutrophils. Some cells showed 
karyopyknosis and karyorrhexis. A large number of 
destroyed leukocytes and a formed glandular struc‑
ture were also noted, which indicated the destruction 
of the organ parenchyma. Epithelial cells had rounded 
cytoplasm, the nuclei were partially shifted to the pole, 
and in some cells, chromatin condensation and nucle‑
ar pyknosis were noted. The secretion of the mamma‑
ry gland contained bacteria surrounded by leukocytes, 
which indicated the bacterial nature of catarrhal mas‑
titis (Fig. 1) [7].

A cytological examination of the mammary gland 
secretion of healthy cows revealed protein masses that 

were stained eosinophilically (Fig. 2 B, arrow), and 
small accumulations of leukocytes were present. The 
cells were represented mostly by neutrophils, with 
round cytoplasm and a nucleus with 2—3 segments. 
Macrophages made up 10.0 % of the cells and had a 
round, centrally located nucleus with rounded cyto‑
plasm. The epithelial cells had a rounded nucleus, shift‑
ed to the pole and oxyphilic-stained cytoplasm (Fig. 2).

Thus, in the secretion of the mammary gland of the 
cows with catarrhal mastitis, the presence of degener‑
ative changes in cells (condensed chromatin, pykno‑
sis and rhexis of nuclei), destroyed leukocytes and ac‑
cumulation of bacteria were noted. The presence of a 
glandular structure in the secretion of catarrhal mas‑
titis can serve as a marker of destruction of the mam‑
mary gland parenchyma.
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	 A	 B	 C

Fig. 1. Cellular composition of the secretion of the mammary gland in case of catarrhal mastitis, hematoxylin-eo‑
sin staining:

A — glandular structure (arrow), 400x; B — cellular detritus and destruction of neutrophil nuclei (arrow), 2000x; C — bac‑
teria surrounded by leukocytes, 1000x. Hematoxylin-eosin staining

 
	 A	 B	 C

Fig. 2. Cellular composition of the secretion of a healthy mammary gland, hematoxylin-eosin staining:
A, B — general view, 400x; B — view of the cellular composition, 1000x

Histological examination of a healthy mammary 
gland revealed thin connective tissue septa, on which 
glandular structures were located. 

In the lumen of the alveoli, there were noted the 
structures, the morphology of which resembled cell 

fragments, as well as fat droplets and single eryth‑
rocytes. The capillaries were filled with blood. The 
cells of the glandular epithelium had a characteris‑
tic structure — a pole-shifted nucleus and cytoplasm  
(Fig. 3)

	 	  
	 A	 B	 C

Fig. 3. Histological structure of a healthy mammary gland of a lactating cow, hematoxylin-eosin staining:
A — general view, 40x; B, C — view of the alveoli with the secretion in the lumen; B — 400x, C — 1000x
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In the mammary gland tissue in case of catarrhal 
mastitis, thickening of the interalveolar septa was not‑
ed, which was associated with infiltration by leuko‑
cytes. In the lumen of the alveoli, leukocytes were vi‑

sualized, represented by neutrophils, eosinophils and 
macrophages. The epithelial cells of the alveoli had 
signs of degeneration, which was expressed in the vac‑
uolization of their cytoplasm (Fig. 4)

  
	 A	 B	 C

Fig. 4. Mammary gland in case of bovine catarrhal mastitis, hematoxylin-eosin staining. A — general view, arrows 
indicate thickened septa due to infiltration, 40x. B — milk secretion with an admixture of leukocytes, 400x. B — 

alveolus with leukocytes in the lumen and infiltrate in the wall, 400x.

Histological studies have established that in case 
of catarrhal mastitis, thickening of the alveolar septa 
occurs due to leukocyte infiltration, as well as the pres‑
ence of catarrhal exudate in the alveoli of the gland.

When analyzing the level of gene expression in 
mammary gland secretion obtained from healthy and 

sick cows with catarrhal mastitis, the following re‑
sults were obtained: the level of expression of the gene 
TGFb was by 35.5 times higher in sick animals, with‑
out significant differences. This may indicate the pro‑
cess of activation of the cell pool in the mammary gland 
against the background of catarrhal mastitis (Fig. 5).
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Fig. 5. Expression of the cytokine gene TGFb in healthy cows and cows with catarrhal mastitis

IL‑10  gene expression was by 2.7 times high‑
er in healthy cows (Fig. 6). This cytokine belongs to 
the group of anti-inflammatory drugs, responsible for 
stopping the cytokine storm in the body. In case of ca‑
tarrhal mastitis, the work of this gene is reduced, which 
does not allow timely inhibition of the inflammatory 
response activity.

Expression of the gene IL‑1α was by 20.8 times 
higher in the cows with catarrhal mastitis (P ˂ 0.05). 
This gene plays a major role in the induction and main‑

tenance of early inflammation, because the cytokine is 
pro-inflammatory (Fig. 7).

IL‑1β gene expression was by 82.7 times high‑
er in sick cows (Fig. 8). This cytokine is pro-inflam‑
matory and is one of the first to be included in the 
process of early inflammation, like the gene IL‑1α. 
Both interleukins‑1 significantly increase their activ‑
ity in case of catarrhal mastitis, developing a cascade 
of inflammatory reactions and provoking a cytokine  
storm.
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Fig. 6. Expression of the cytokine gene IL‑10 in healthy cows and cows with catarrhal mastitis.
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Fig. 7. Expression of the cytokine gene IL‑1α in healthy cows and cows with catarrhal mastitis

The expression of IFNα was by 14.8 times higher 
in sick individuals (Fig. 9). 

This may indicate an innate immune response to 
the pathogen. The analysis of gene expression lev‑
el data indicates that in the sick cows with acute ca‑
tarrhal mastitis, active production of pro-inflammato‑
ry cytokines occurs, which leads to the development 

of inflammation in the mammary gland. The histo‑
logical data we obtained correlate with the results of 
other authors. Thus, catarrhal mastitis is character‑
ized by the following changes: leukocyte infiltrate, ca‑
tarrhal exudate in the lumen of the mammary alveoli, 
destruction and necrosis of the glandular epithelium  
[8—10].
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Cytological studies are also consistent with pre‑
vious results from other investigators. Thus, Janka 
Turbók demonstrated that in case of mastitis, in the cel‑
lular composition of milk, neutrophils occupy 70.0—
80.0 %, and macrophages  — up to 20.0 %, while 

the proportion of epithelial cells drops to 1.0 % [11]. 
According to Canisso I., in case of catarrhal mastitis 
in cows, some neutrophils also undergo qualitative 
changes — karyopyknosis and hypersegmentation of 
the nucleus [12].
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Fig. 8. Expression of the cytokine gene IL‑1β in healthy cows and cows with catarrhal mastitis
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Fig. 9. Expression of the cytokine gene IFNα in healthy cows and cows with catarrhal mastitis
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The analysis of molecular-genetic studies cor‑
relates with the studies of other scientists. The cyto‑
kines IL‑1α, IL‑1β and TGFb are essential for the de‑
velopment of the inflammatory process in the mam‑
mary gland, as evidenced by increased expression. 
However, the exact mechanisms are still poorly un‑
derstood. The expression of the gene TGFb in the ani‑
mals with catarrhal mastitis, in our opinion, may reflect 
the fact that this gene stimulates the suppression of in‑
flammation through the inhibition of pro-inflammato‑
ry cytokines. Considering the expression of IFNα, the 
immune response is achieved through immunomodu‑
lation and anti-proliferative properties through bind‑
ing to plasma membrane receptors. The effect of pro- 
and anti-inflammatory cytokines on gene expression 
has not yet been sufficiently studied [13, 14].

CONCLUSION
Thus, catarrhal mastitis is characterized by destruc‑

tion of the glandular structures of the udder, inflamma‑
tory infiltration of the interalveolar septa, the presence 
of catarrhal exudate and the release of leukocytes into 
the lumen of the milk alveoli with their subsequent 
secretion with milk. Molecular-genetic studies indi‑
cate an acute course of catarrhal mastitis in cows with 
a possible activation of anti-inflammatory cytokines.
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Аннотация. В данной работе установлен факт регрессии желтого тела у бесплодных коров после инъек‑
ции два дня подряд сниженной дозы в два раза препарата PGF2α-«Фертадин». Изменение уровня концен‑
трации прогестерона в течение 72 часов составили 0,2…0,55 нг/мл при исходном значении показателя 
1,7 ± 0,24 нг/мл, межгрупповые цифровые значения составляли 1,78 ± 0,33, 1,92 ± 0,76 и 1,90 ± 5,7 нг/мл, 
а эстрадиола — 29,0 ± 2,34, 25,0 ± 3,7 и 27,0 ± 3,70 пкг/мл. Снижение содержания концентрации прогесте‑
рона до 0,08 ± 0,02 нг/мл после проведенной инъекции препарата GnRG-«Фертагил» в дозе 2 мл произо‑
шло у животных через 48 часов. Применение препарата GnRG-«Фертагил» за 7 дней до УЗИ диагности‑
ки на беременность, у не стельных самок уменьшает количество дней для последующего введения гормо‑
нов, применяемых при синхронизации половой охоты. Процент осеменения по усовершенствованной 
программе синхронизации половой охоты у коров подопытной группы выше на 17,5 % в сравнении с ре‑
комендованной программой схемы синхронизации Ovsynch‑48. Это связано с тем, что применение препа‑
рата GnRG-«Фертагил» на 18 день после инсеменации у бесплодных коров способствует овуляции фол‑
ликула, что позволяет провести повторное плодотворное осеменение коров.
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В связи с последними достижениями геномной 
селекции в молочном скотоводстве России возник‑
ла диспропорция между продуктивностью и фер‑
тильностью основного маточного стада [1—3]. 
В связи с высокими удоями молока у коров увели‑
чились сроки прихода коров после отела в охоту, 
что привело к нарушению технологического темпа 
и ритма воспроизводства, увеличению межотель‑
ного периода, и в целом плодовитости у высоко‑
продуктивных коров [6]. Высокая изменчивость 
и непредсказуемость реакции яичников на гормо‑
нальную обработку у  коров по-прежнему созда‑
ет проблемы, влияющие на эффективность гор‑
мональных протоколов синхронизации процес‑
са репродукции после отела [10, 12]. Предложено 
несколько подходов, включая определение фолли‑
кулярного статуса перед гормональной стимуля‑
цией [9, 15] и устранение подавляющих эффектов 

доминантного фолликула [5, 8], кроме того были 
использованы некоторые гормональные протоко‑
лы для уменьшения непредсказуемости суперову‑
ляторной реакции яичников крупного рогатого ско‑
та [16]. Однако эти протоколы не устранили вариа‑
бельность овуляторной реакции у коров, и лучшее 
прогнозирование по-прежнему имеет решающее 
значение для применения гормональных протоко‑
лов синхронизации охоты в оптимальные техноло‑
гические сроки. Растущий спрос в мире на цель‑
номолочную и кисломолочную продукцию привел 
к увеличению численности молочного скота на вы‑
сокотехнологических молочных предприятиях, ис‑
пользующих роботизирующие технологии доения, 
на которых изменилась репродуктивная физиоло‑
гия молочного скота [4, 7]. Поэтому совершенство‑
вание более эффективных протоколов синхрони‑
зации половой охоты у высокопродуктивных мо‑
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лочных коров является базовой для актуальных 
вопросов ветеринарной медицины, биотехнологии 
репродукции и фармацевтики [11].

Цель работы состояла в совершенствовании 
контроля воспроизводительной способности у ко‑
ров применительно протокола синхронизации 
«Ovsynch‑48».

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Для определения эффективности разработан‑
ного гормонального контроля воспроизводитель‑
ной способности был проведен научно-производ‑
ственный опыт в  предприятиях Волгоградской 

(молочный комплекс «Держава» СП «Донское» 
Калачаевского района) и Ленинградской (АО пле‑
менной завод «Бугры») областей по производству 
молока использующих системы роботизированно‑
го доения GEA Dairy ProQ и Ley Astronaut с про‑
дуктивностью коров более 11 тонн молока за лак‑
тацию в период c 2020 по 2023 гг., для этого были 
отобраны 100 коров голштинской породы, которых 
разделили поровну по принципу аналогов на две 
группы подопытную и контрольную.

Опыты были проведены в два этапа. На первом 
этапе эксперимента двум бесплодным коровам при‑
менили схему № 1, рис. 1, двум другим бесплод‑
ным коровам схему № 2, рис. 2.

GnRH

7 дней

День 0
16:00

День 7
16:00

День 9
16:00

День 10
08:00

48 часов 16 часов

GnRH
Искусственное

осеменениеPGF2α

Рис. 1. Дизайн программы синхронизации половой охоты «Ovsynch‑48» (контрольная группа, схема № 1)

Для определения эффективности двукратного 
применения препарата «Фертагил» в дозе 2,5 мл 
в нулевой день и на девятый день в комбинации 
с препаратами «Тетрамаг» в дозе 5 мл и «Е-селен» 
в дозе 15 мл в сочетании с препаратом «Фертадин» 
в дозе 2 мл с интервалом в 24 часа на седьмой день 

проводили сонографическое исследование яични‑
ков, с помощью УЗИ сканера Easi-can Curve фир‑
мы BCF Technology с диапазоном частот от 5,0 до 
7,5 МГц. После получения изображений яичников 
интерпретировали полученные результаты сним‑
ков соноэхограмм.

GnRH «Фертагил» 
2,5 мл + 

«Тетрамаг» 5 мл
внутримышечно

GnRH «Фертагил» 
2,5 мл + 

«Тетрамаг» 5 мл
внутримышечно

7 дней

День 0
16:00

День 7
16:00

День 9
16:00

День 10
08:00

48 часов 16 часов

Искусственное
осеменение

PGF2α «Фертадин» 
2 мл + «Е-еелен» 15 мл

внутримышечно

Рис. 2. Дизайн усовершенствованной программы синхронизации половой охоты (подопытная группа, 
схема № 2).

После завершения полного цикла клинической 
оценки препаратов на гормональный отклик яич‑
ников животных, после их убоя изымали яичники 

фотографировали и подвергали гистологическому 
исследованию по методам, описанным [13]. Кровь 
после получения центрифугировалась в  течение 
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5 мин со скоростью 3 000 оборотов в минуту, [14]. 
Определение ФСГ, ЛГ, прогестерона и эстрадиола 
проводили методом иммуноферментного анализа 
с  использованием автоматического планшетного 
анализатора для ИФА (Германия, Human GmbH) 
с  помощью наборов реагентов фирмы ХЕМА 
(Россия, Xema-Medica Co. Ltd.) — тест ФСГ-ИФА, 
тест ЛГ-ИФА, тест эстрадиол-ИФА.

Второй этап научно-производственного опы‑
та провели согласно совершенствованной про‑
граммы синхронизации по схеме № 2 (подопыт‑
ная группа) на 48 бесплодных коровах. Для этого 
внутримышечно вводили гормональный препарат 
GnRG-«Фертагил» в дозе 2,5 мл, а также препарат 
«Тетрамаг», содержащий комбинацию витаминов 
A, D3, Е, F. Затем через 7 дней внутримышечно 
инъецировали препарат PGF2α-«Фертадин» в дозе 
2 мл, а также препарат «Е-селен» и на 8 день сно‑
ва препарат PGF2α-«Фертадин» в дозе 2 мл. На 9 
день инъецировали препарат GnRG-«Фертагил» 

в дозе 2,5 мл в сочетании с препаратом «Тетрамаг» 
в  дозе 5  мл, а  через 16  часов проводили искус‑
ственное осеменение. В контрольной группе (48 
бесплодных коров) для синхронизации половой 
охоты применяли гормональную схему по про‑
грамме «Ovsynch‑48», которая предусматривала 
две внутримышечные инъекции препарата GnRG-
«Фертагил» в дозе 2,5 мл на 0‑й и 9‑й день, в проме‑
жутке между которыми на 7‑й день внутримышеч‑
но инъецировали PGF2α-«Фертадин» в дозе 5 мл.

Статистическую обработку экспериментально‑
го материала проводили на персональном компью‑
тере с использованием программы Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Исследование динамики эстрогенов в  сыво‑

ротке крови у  бесплодных коров, участвующих 
в эксперименте, максимальная концентрация эст‑
радиол‑17β (16,1  нмоль/мл) наблюдалась, через 
2…4 часа после начала эструса (рис. 3).
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Рис. 3. Динамика изменения концентрации эстрадиол‑17β, нмоль/мл у коров, участвующих в  экспери‑
менте

Наиболее высокую концентрацию прогесте‑
рона (6,4 нг/мл) наблюдали на 16‑й день и на 12‑й 
день (5,9 нг/мл) (рис. 4).

Размер и цифровая динамика трансформации 
желтого тела при пиковых значениях прогестеро‑
на после полного завершения изучения препаратов 
в эксперименте представлены на рисунок 5.

Объем желтых тел по данным наших исследо‑
ваний находился в зависимости от гормонального 
контроля воспроизводительной способности и за‑
висит от концентрации эстрадиола (рис. 6).

В результате ультразвуковой диагностики жел‑
того тела в яичниках установили, что за 2 дня до 
инъекции простагландина в  яичниках у  х коров, 
участвующих в  первом эксперименте, наблюда‑

ли большое желтое тело с  лакуной посередине 
(рис. 7).

Гистологическое исследование гонад получен‑
ных после убоя коров, участвовавших в экспери‑
менте, в строме яичника лютеиновая ткань проявля‑
ется в виде отчетливых эхогенных участков (рис. 8).

В центре желтое тела располагается лакуна, что 
хорошо просматривается на рисунке 8 (А). Размер 
лакуны составляет не менее 1/3 от размера желто‑
го тела. После внутримышечной инъекции препа‑
рата GnRG-«Фертагил» и под действием двойной 
инъекции препарата PGF2α-«Фертадин» с интерва‑
лом в 24 часа, происходила регрессия желтого тела, 
при этом лакуна исчезала и формируются фолли‑
кулы (рис. 8, В).
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Рис. 7. Этапы регрессии желтого тела после инъекции GnRG- «Фертагил» и под действием двойной инъ‑
екции PGF2α-«Фертадин» с интервалом в 24 часа

	  
	 А	 Б

Рис. 8. Желтое тело до применения препарата «Фертадин» в комбинации с препаратом «Фертагил»:
А — до введения; Б — после введения; О.х 200 ГЭ

С целью изучения параметров продолжитель‑
ности регрессии желтого тела, диаметра фолли‑
кулов и интервала времени до овуляции был про‑

веден научно-производственный опыт на коровах 
с различным протоколом контроля воспроизводи‑
тельной способности (табл. 1).

		  Таблица 1 
Сравнительный гормональный контроль воспроизводительной способности у коров по программе Ovsynch‑48

Показатели
Усовершенствованная 

программа синхрониза‑
ции «Ovsynch‑48», n = 48

Программа синхрониза‑
ции «Ovsynch‑48», n = 48

Продолжительность регрессии желтого тела, дней 2,12 ± 0,35* 3,65 ± 0,17

Диаметр фолликула перед овуляцией, мм 13,3 ± 0,62** 15,38 ± 0,32

Интервал времени от начала течки до овуляции, час 21,63 ± 0,55* 25,71 ± 0,71

	 *	р < 0,05
	**	р < 0,01
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Интервал времени от первых признаков 
охоты после синхронизации охоты по про‑
грамме «Ovsynch‑48» до овуляции составил 
25,71 ± 0,71  часа, против 21,63 ± 0,55  часов по 
предлагаемому протоколу, р < 0,05. При этом про‑
должительность существования желтого тела у ко‑
ров, при синхронизированном половом цикле со‑
ставляла 3,65 ± 0,17 дней, а в усовершенствован‑
ную — 2,12 ± 0,35 дней.

Диаметр фолликула составил, в  среднем, 
15,38 ± 0,32 мм, р < 0,05 при синхронизации охо‑

ты по программе «Ovsynch‑48» (схема № 1), про‑
тив — 13,3 ± 0,62 мм в усовершенствованную про‑
грамму (схема № 2).

Изменения уровня концентрации прогестерона 
в течение 72 часов составили лишь 0,2…0,55 нг/мл 
при исходном значении показателя 1,7 ± 0,24 нг/мл. 
Концентрация прогестерона по группам после син‑
хронизации составляла 18,52 ± 0,76 нг/мл у коров 
через 48  часов. Эффект снижения концентрации 
прогестерона у коров, участвующих в опыте пред‑
ставлен в данных рисунок 9.
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Рис. 9. Динамика гормонального профиля прогестерона у коров, участвовавших в научно-производствен‑
ном опыте

	 	  
 

Рис. 10. Эхограмма яичников у коров после применения различных способов синхронизации:
1 — программа «Ovsynch‑48»; 2 — усовершенствованная программа «Ovsynch‑48»; 3 — контрольная, спонтанная



Ветеринарный фармакологический вестник • № 4 (25) • 2023	 207

Контроль воспроизводительной способности у коров на молочных предприятиях

Эффективность после синхронизации охоты по 
программе «Ovsynch‑48» определяли в результате 
сравнительного анализа количества стельных жи‑
вотных при ректальном УЗИ — исследовании че‑
рез 32 дня, таблица 2.

Из данных табл. 2 следует, что процент осеме‑
нения по испытанной и предлагаемой программе 
синхронизации половой охоты у коров подопытной 
группы выше на 15,05 % по сравнению с базовой 
схемой «Ovsynch‑48» использующейся на молоч‑
ных предприятиях, рекламируемых зарубежными 
специалистами.

Это связано с  тем, что инъекция GnRG-
«Фертагил» в  сочетании с  препаратом PGF2α-

«Фертадин» в  комбинации с  препаратами 
«Тетрамаг» и «Е-селен» на 18 день после первого 
искусственного осеменения у не стельных коров 
способствует овуляции доминирующего фоллику‑
ла, что позволяет провести повторное осеменение 
коров. При наличии стельных коров на 18 день бе‑
ременности инъекция GnRG-«Фертагил» позволя‑
ет профилактировать раннюю эмбриопатию. Также 
на 25 день, что составляет за 7 дней до УЗИ на бе‑
ременность, введение GnRG-«Фертагил» для не 
стельных самок сокращает количество дней для 
последующего введения гормонов для синхрони‑
зации половой охоты, тем самым сокращая коли‑
чество дней до плодотворного осеменения.

		  Таблица 2 
Сравнительная оценка эффективности программ синхронизации половой охоты

Показатели
Усовершенствованная 

программа синхрониза‑
ции Ovsynch‑48 = 40

Программа синхрониза‑
ции Ovsynch‑48, n = 40

Количество отобранных коров, n 48 48

Процент коров, проявивших эструс, % 40/83,12 38/79,19

Количество стельных коров, n 33 28

Процент коров от первого осеменения, % 25/80,33 18/64,28

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представлены результаты сравнительной оцен‑

ки эффективности усовершенствованного спо‑
соба синхронизации половой охоты в  сравне‑
нии с программой синхронизации «Ovsynch‑48». 
Продолжительность цикла, в  среднем, в синхро‑
низированную охоту по программе «Ovsynch‑48» 
составила 18,79 ± 0,91 дней, против 21,19 ± 0,44 
дней в усовершенствованную программу синхро‑
низации «Ovsynch‑48». Размеры доминантного 
фолликула составили, в среднем, 15,38 ± 0,32 мм, 
р < 0,05 в диаметре при синхронизации охоты по 
программе «Ovsynch‑48», против — 13,3 ± 0,62 мм 
в совершенствованную программу синхронизации 
охоты. Установлено, что внутримышечное введе‑
ние два дня подряд уменьшенной дозы простаглан‑
дина PGF2α-«Фертадин» способствует быстрой 
регрессии желтого тела. Процент осеменения по 
программе синхронизации половой охоты у коров 
подопытной группы выше на 15,05 % по сравне‑
нию со схемой синхронизации «Ovsynch‑48». Это 
связано с тем, что инъекция GnRG- «Фертагил» на 
18 день после первого искусственного осеменения 

у бесплодных коров способствует овуляции доми‑
нирующего фолликула, что позволяет провести по‑
вторное плодотворное осеменение коров.
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Abstract. This work established the fact of regression of the corpus luteum in infertile cows after injection for 
two days in a row of a halved dose of the drug PGF2α-“Fertadin”. The change in the level of progesterone con‑
centration within 72 hours was 0.2…0.55 ng/ml with the initial value of 1.7 ± 0.24 ng/ml, intergroup digital val‑
ues were 1.78 ± 0.33, 1.92 ± 0.76 and 1.90 ± 5.7 ng/ml, and estradiol — 29.0 ± 2.34, 25.0 ± 3.7 and 27.0 ± 3.70 pg/
ml. A decrease in progesterone concentration to 0.08 ± 0.02 ng/ml after injection of the drug GnRG-“Fertagyl” at 
a dose of 2 ml occurred in animals in 48 hours. The use of the drug GnRG-“Fertagyl” 7 days before ultrasound 
diagnostics for pregnancy in non-pregnant females reduces the number of days for the subsequent administration 
of hormones used to synchronize estrus. The percentage of insemination according to the improved estrus syn‑
chronization program in the cows of the experimental group was by 17.5 % higher, in comparison with the syn‑
chronization scheme “Ovsynch‑48” recommended by the program. This is due to the fact that the use of the drug 
GnRG-“Fertagyl” on day 18 after insemination in infertile cows promotes ovulation of the follicle, which allows 
for repeated successful insemination of cows.
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In connection with the latest achievements of ge‑
nomic selection in dairy cattle breeding in Russia, a 
disproportion has arisen between the productivity and 
fertility of the main breeding stock [1—3]. Due to the 
high milk yields of cows, there increased the timing 
of the estrus onset in cows after calving, which led to 
a violation of the technological pace and rhythm of 
reproduction, an increase in the calving interval peri‑
od, and in general fertility in high yielding cows [6]. 
The high variability and unpredictability of the ovar‑
ian response to hormonal treatment in cows still cre‑
ates problems affecting the efficacy of hormonal pro‑
grams for synchronizing the reproduction process after 
calving [10, 12]. Several approaches have been pro‑
posed, including determining the follicular status be‑
fore hormonal stimulation [9, 15] and eliminating the 
suppressive effects of the dominant follicle [5, 8], in 
addition, some hormonal programs have been used to 
reduce the unpredictability of the superovulatory reac‑
tion of the ovaries of cattle [16]. However, these meth‑
ods have not eliminated the variability of the ovulatory 

response in cows, and better prediction is still crucial 
for the application of hormonal estrus synchronization 
programs in optimal technological terms. The growing 
demand for whole milk and fermented milk products 
in the world has led to an increase in the number of 
dairy cattle at high-tech dairy enterprises using robot‑
ic milking technologies, which have changed the re‑
productive physiology of dairy cattle [4, 7]. Therefore, 
the improvement of more effective programs for estrus 
synchronization in high yielding dairy cows is the ba‑
sis for topical issues of veterinary medicine, reproduc‑
tion biotechnology and pharmacy [11].

The objective of the work was to improve the 
control of reproductive ability in cows using the syn‑
chronization protocol “Ovsynch‑48”.

MATERIAL AND METHODS
To determine the efficacy of the developed hor‑

monal control of reproductive ability, scientific and 
production experience was conducted at enterprises 
of Volgograd (dairy complex “Derzhava”, JV (Joint 
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Venture) “Donskoye”, Kalachaevskiy r.) and Leningrad 
(JSC breeding plant “Bugry”) regions for milk produc‑
tion using GEA Dairy ProQ and Ley Astronaut robotic 
milking systems with cow productivity of more than 
11 tons of milk per lactation in the period from 2020 
to 2023. One hundred (100) Holstein cows were se‑
lected for this purpose and were divided equally ac‑
cording to the principle of analogues into two groups, 
experimental and control.

The experiments were carried out in two stages. 
At the first stage of the experiment, scheme No. 1 was 
used for two infertile cows, Fig. 1 and scheme No. 2 
were used for two other infertile cows (Fig. 2).

To determine the efficacy of the double use of the 
drug “Fertagyl” at a dose of 2.5 ml on day 0 and on day 
9 in combination with the drugs “Tetramag” at a dose 
of 5 ml and “E-selen” at a dose of 15 ml in combina‑
tion with the drug “Fertadin” at a dose of 2 ml with an 

interval of 24 hours on day 7, a sonographic examina‑
tion of the ovaries was performed using the Easi-scan 
Curve ultrasound scanner of BCF Technology with a 
frequency range from 5.0 to 7.5 MHz. After receiving 
ovarian images, the results of sonoechogram images 
were interpreted.

After completing a full cycle of clinical evalua‑
tion of drugs for the hormonal response of the ova‑
ries of animals, after their slaughter, the ovaries were 
removed, photographed and subjected to histological 
examination according to the methods described [13]. 
After obtaining, the blood was centrifuged for 5 min‑
utes at a speed of 3000 rpm, [14]. Determination of 
FSH, LH, progesterone and estradiol was carried out 
by enzyme immunoassay using an automatic plate an‑
alyzer of ELISA/IEA (Germany, Human GmbH), us‑
ing reagent kits of XEMA (Russia, Xema-Medica Co. 
Ltd.) — FSH-IEA test, LH-IEA test, estradiol-IEA test.

GnRH

7 d

D0
16:00

D7
16:00

D9
16:00

D10
08:00

48 h 16 h

GnRH
Artificial

inseminationPGF2α

Fig. 1. Design of the estrus synchronization program “Ovsynch‑48” (control group, scheme No. 1)
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Fig. 2. Design of an improved estrus synchronization program (experimental group, scheme No. 2)

The second stage of the research and production 
experiment was carried out according to the improved 
synchronization program according to scheme No. 2 
(experimental group) on 48 infertile cows. To do this, 
the hormonal drug GnRG-“Fertagyl” was intramuscu‑
larly injected at a dose of 2.5 ml, as well as the drug 

“Tetramag” containing a combination of vitamins A, 
D3, E, F. Then, 7 days after, the drug PGF2α-“Fertadin” 
was intramuscularly injected at a dose of 2  ml, as 
well as the drug “E-selen”, on day 8 again, the drug 
PGF2α-“Fertadin” at a dose of 2 ml. On day 9, GnRG-
“Fertagyl” was injected at a dose of 2.5 ml in combi‑
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nation with “Tetramag” at a dose of 5 ml, and artifi‑
cial insemination was performed 16 hours later. In the 
control group (48 infertile cows), a hormonal scheme 
according to the program “Ovsynch‑48” was used to 
synchronize estrus, which provided for two intramus‑
cular injections of GnRG-“Fertagyl” at a dose of 2.5 ml 
on day 0 and day 9, between which PGF2α-“Fertadin” 
was intramuscularly injected at a dose of 5 ml on day 7.

Statistical processing of the experimental materi‑
al was carried out on a personal computer using the 
Microsoft Excel program.

STUDY RESULTS
The study of the dynamics of estrogen in the blood 

serum of infertile cows included in the experiment 
showed that the maximum concentration of estradi‑
ol‑17β (16.1 nmol/ml) was observed 2…4 h after the 
estrus onset (Fig. 3).

The highest concentration of progesterone (6.4 ng/
ml) was observed on day 16 and on day 12 (5.9 ng/
ml) (Fig. 4).

The size and digital dynamics of the transforma‑
tion of the corpus luteum at peak values of progester‑
one after the complete study of the drugs in the exper‑
iment are presented in Fig. 5.

The volume of corpora lutea according to our stud‑
ies is dependent on hormonal control of reproductive 
ability and depends on the concentration of estradi‑
ol (Fig. 6).

As a result of ultrasound diagnostics of the corpus 
luteum in the ovaries, it was established that 2 days be‑
fore the injection of prostaglandin in the ovaries of the 
cows included in the first experiment, a large corpus lu‑
teum with a lacuna in the middle was observed (Fig. 7).

In the center of the corpus luteum there is a lacuna, 
which is clearly visible in Fig. 8 (A). The size of the la‑
cuna is at least 1/3 of the corpus luteum size. After an 
intramuscular injection of the drug GnRG-“Fertagyl” 
and under the effect of a double injection of the drug 
PGF2α-“Fertadin” with an interval of 24 hours, regres‑
sion of the corpus luteum occurred, while the lacuna 
disappeared and follicles were formed (Fig. 8 (B)).
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Fig. 3. Dynamics of changes in the concentration of estradiol‑17β (nmol/ml) in cows included in the experiment.
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Fig. 7. Stages of the corpus luteum regression after injection of GnRG-“Fertagyl” and under the effect of double 
injection of PGF2α-“Fertadin” with an interval of 24 hours
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Fig. 8. Corpus luteum before using the drug “Fertadin” in combination with the drug “Fertagyl”:
A — before administration; B — after administration, x200

In order to study the duration parameters of the 
regression of the corpus luteum, the diameter of the 
follicles and the time interval before ovulation, a sci‑

entific and production experiment was carried out on 
cows with different protocols for monitoring reproduc‑
tive ability (Table 1).

		  Table 1 
Comparative hormonal control of reproductive capacity in cows using the program “Ovsynch‑48”

Indicators
Improved synchronization 
program «Ovsynch‑48», 

n = 48

Synchronization program 
«Ovsynch‑48», n = 48

Duration of the corpus luteum regression, d 2.12 ± 0.35* 3.65 ± 0.17

Follicle diameter before ovulation, mm 13.3 ± 0.62** 15.38 ± 0.32

Time interval from the estrus onset to ovulation, h 21.63 ± 0.55* 25.71 ± 0.71

	 *	р < 0.05
	**	р < 0.01

The time interval from the first signs of estrus af‑
ter estrus synchronization to ovulation according to 
the program “Ovsynch‑48” was 25.71 ± 0.71 h ver‑
sus 21.63 ± 0.55 h according to the proposed proto‑
col, p < 0.05. At the same time, the duration of the cor‑
pus luteum existence in the cows with a synchronized 
sexual cycle was 3.65 ± 0.17 d, and in an improved 
one — 2.12 ± 0.35 d.

The foll icle diameter  was,  on average, 
15.38 ± 0.32 mm, p < 0.05 at the estrus synchroniza‑
tion according to the program “Ovsynch‑48” (scheme 
No. 1) versus 13.3 ± 0.62 mm in the improved pro‑
gram (scheme No. 2).

The changes in the level of progesterone concen‑
tration within 72 hours were only 0.2…0.55 ng/ml 
with an initial value of 1.7 ± 0.24 ng/ml. Progesterone 

concentration in the groups after synchronization was 
18.52 ± 0.76 ng/ml in cows in 48 hours. The effect of 
reducing progesterone concentration in the cows in‑
cluded in the experiment is presented in Fig. 9.

This is due to the fact that the injection of GnRG-
“Fertagyl” in combination with the drug PGF2α-
“Fertadin” in combination with the drugs “Tetramag” 
and “E-selen” on day 18 after the first artificial insem‑
ination in non-pregnant cows promotes ovulation of 
the dominant follicle, which allows for the re-insemi‑
nation of cows. If there are pregnant cows, on day 18 
of pregnancy, the injection of GnRG-“Fertagyl” helps 
prevent early embryopathy. 

On day 25, which is 7 days before pregnancy ul‑
trasound, the administration of GnRG-“Fertagyl” for 
non-pregnant females also reduces the number of 
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days for the subsequent administration of hormones 
to synchronize estrus, thereby reducing the number 
of days before successful insemination. Efficacy af‑
ter estrus synchronization according to the program 

“Ovsynch‑48” was determined as a result of a com‑
parative analysis of the number of pregnant ani‑
mals during rectal ultrasound examination in 32 days  
(Table 2).
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Fig. 9. Dynamics of the hormonal profile of progesterone in the cows included in the research and production 
experiment, ng/ml

	 	  
 

Fig. 10. Echogram of the ovaries in cows after using various synchronization methods:
1 — program “Ovsynch‑48”; 2 — improved program “Ovsynch‑48”; 3 — control, spontaneous

From the data in Table 2 it follows that the per‑
centage of insemination according to the tested and 
proposed estrus synchronization program in the cows 

of the experimental group is by 15.05 % higher, com‑
pared to the basic “Ovsynch‑48” scheme used at dairy 
enterprises advertised by foreign experts.
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		  Table 2 
Comparative assessment of the efficacy of estrus synchronization programs

Indicators
Improved synchronization 
program «Ovsynch‑48», 

n = 40

Synchronization program 
«Ovsynch‑48», n = 40

Number of selected cows, n 48 48

Percentage of cows showing estrus, % 40/83.12 38/79.19

Number of pregnant cows, n 33 28

Percentage of cows from first insemination, % 25/80.33 18/64.28

CONCLUSION
The results of a comparative assessment of the ef‑

ficacy of the improved method of synchronizing es‑
trus in comparison with the synchronization program 
“Ovsynch‑48” are presented. The duration of the cy‑
cle, on average, in synchronized estrus according to 
the program “Ovsynch‑48” was 18.79 ± 0.91 d versus 
21.19 ± 0.44 d according to the improved synchroniza‑
tion program “Ovsynch‑48”. The size of the dominant 
follicle was, on average, 15.38 ± 0.32 mm, p < 0.05 in 
diameter at estrus synchronization using the program 
“Ovsynch‑48” versus 13.3 ± 0.62 mm according to the 
improved estrus synchronization program. It has been 
established that intramuscular administration of a re‑
duced dose of prostaglandin PGF2α-“Fertadin” for two 
days in a row promotes rapid regression of the corpus 
luteum. The percentage of insemination according to 
the estrus synchronization program in the cows of the 
experimental group is by 15.05 % higher, compared 
to the synchronization scheme “Ovsynch‑48”. This is 
due to the fact that the injection of GnRG-“Fertagyl” 
on day 18 after the first artificial insemination in in‑
fertile cows promotes ovulation of the dominant fol‑
licle, which allows for repeated successful insemina‑
tion of cows.
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ках по ГОСТ 7.11, ГОСТ Р 7.0.12.

Основной текст статьи может быть структурирован и состоять из следующих частей:
	— введение;
	— текст статьи (с выделением разделов «Материалы и методы», «Результаты», «Обсуждение» и др.);
	— заключение.

Допускается деление основного текста статьи на тематические рубрики и подрубрики.
Надписи и подписи к иллюстративному материалу приводят на языке текста статьи и, как правило, 

повторяют на английском языке. Основной текст статьи в издании может быть только на одном языке. 
Смешивать в одной статье текст на двух языках не допускается.

До основного текста статьи приводят на языке текста статьи и затем повторяют на английском язы‑
ке следующие элементы издательского оформления: сведения об издании, в котором опубликована ста‑
тья, название рубрики или раздела, тип статьи, ее заглавие и подзаголовочные данные, основные сведе‑
ния об авто-ре (авторах), аннотацию, ключевые слова, благодарности, библиографическую запись для 
цитирования. Имена приводят в транслитерированной форме на латинице по ГОСТ 7.79 или в той фор‑
ме, в какой ее установил автор или редакция издания.

После основного текста статьи приводят на языке текста статьи и затем повторяют на английском 
языке следующие элементы издательского оформления: дополнительные сведения об авторе (авторах), 
сведения о вкладе каждого автора, указание об отсутствии или наличии конфликта интересов и детали‑
зация такого конфликта в случае его наличия, а также даты поступления рукописи в редакцию, одобре‑
ния после рецензирования, принятия статьи к опубликованию.

Основные сведения об авторе содержат:
	— имя, отчество, фамилию автора (полностью);
	— наименование организации (учреждения), ее подразделения, где работает или учится автор (без 

обозначения организационно-правовой формы юридического лица: ФГБУН, ФГБОУ ВО, ПАО, АО и т. п.);
	— адрес организации (учреждения), ее подразделения, где работает или учится автор (город и страна);
	— электронный адрес автора (e-mail);
	— открытый идентификатор ученого (Open Researcher and Contributor ID — ORCID) (при нали‑

чии). Адрес организации (учреждения), где работает или учится автор, может быть указан в полной 
форме. Электронный адрес автора приводят без слова «e-mail», после электронного адреса точку не 
ставят. ORCID приводят в форме электронного адреса в сети Интернет. В конце ORCID точку не ста‑
вят. Наименование организации (учреждения), ее адрес, электронный адрес и ORCID автора отделяют 
друг от друга запятыми.

В случае, когда автор работает (учится) в нескольких организациях (учреждениях), сведения о каж‑
дом месте работы (учебы), указывают после имени автора на разных строках и связывают с именем с по‑
мощью надстрочных цифровых обозначений.
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Если у статьи несколько авторов, то сведения о них приводят с учетом нижеследующих правил. 
Имена авторов приводят в принятой ими последовательности.

Автор, ответственный за переписку, и его электронный адрес могут быть обозначены условным изо‑
бражением конверта, в электронных изданиях — также и другими средствами, реализуемыми программ‑
ным обеспечением публикации издания.

Возможно приведение электронного адреса только одного автора, с которым планируется перепис‑
ка, или отдельное указание автора для корреспонденции по форме: «Автор, ответственный за перепис‑
ку:» («Corresponding author:»).

Дополнительные сведения об авторе (авторах) могут содержать:
	— полные имена, отчества и фамилии, электронные адреса и ORCID авторов, если они не указаны 

на первой полосе статьи;
	— ученые звания;
	— ученые степени;
	— другие, кроме ORCID, международные идентификационные номера авторов. Дополнительные 

сведения об авторе (авторах) приводят с предшествующими словами «Информация об авторе (авто‑
рах)» («Information about the author (authors)») и указывают в конце статьи после «Списка источников».

Сведения о месте работы (учебы), электронные адреса, ORCID авторов указывают после имен ав‑
торов на разных строках и связывают с именами с помощью надстрочных цифровых обозначений Ин‑
декс УДК располагается в левом верхнем углу без абзацного отступа.

Далее без абзацного отступа располагается название статьи — заглавными буквами, полужирным 
шрифтом, выравнивание по центру.

Фамилия, имя, отчество автора — без абзацного отступа, по центру, строчными буквами, полужир‑
ным шрифтом.

Аннотацию формируют по ГОСТ Р 7.0.99. Объем аннотации не превышает 250 слов. Перед аннота‑
цией приводят слово «Аннотация» («Abstract»).

Ключевые слова (словосочетания) должны соответствовать теме статьи и отражать ее предметную, 
терминологическую область. Не используют обобщенные и многозначные слова, а также словосочета‑
ния, содержащие причастные обороты.

Количество ключевых слов (словосочетаний) не должно быть меньше 3 и больше 15 слов (словосо‑
четаний). Их приводят, предваряя словами «Ключевые слова:» («Keywords:»), и отделяют друг от дру‑
га запятыми. После ключевых слов точку не ставят. 

После ключевых слов приводят слова благодарности организациям (учреждениям), научным руко‑
водителям и другим лицам, оказавшим помощь в подготовке статьи, сведения о грантах, финансирова‑
нии подготовки и публикации статьи, проектах, научно-исследовательских работах, в рамках или по ре‑
зультатам которых опубликована статья.

Эти сведения приводят с предшествующим словом «Благодарности:». На английском языке слова 
благодарности приводят после ключевых слов на английском языке с  предшествующим словом 
«Acknowledgments:».

Текст статьи должен включать введение (без указания названия раздела), материалы и методы, ре‑
зультаты исследований, обсуждение и выводы (заключение).

Библиографическую запись для пристатейного библиографического списка составляют по ГОСТ 
7.80, ГОСТ Р 7.0.100.. Ссылки на источники даются по тексту цифрой в квадратных скобках и указыва‑
ются в порядке цитирования. В списке литературы желательно наличие как минимум 20 % иностран‑
ных источников и включение в список современных авторов.

Таблицы должны быть выполнены в Microsoft Word и содержать статистически обработанный ма‑
териал. Каждая таблица должна иметь номер, тематический заголовок и ссылку в тексте.

Графики, диаграммы, рисунки и фотографии необходимо предоставлять в формате jpeg, tif или gif 
(с разрешением не менее 300 точек) с соответствующими подписями и пронумерованными.

Сокращения терминов, отличные от нормированных, должны приводиться только после упомина‑
ния в тексте их полного значения.

Единицы измерений даются в соответствии с Международной системой СИ по ГОСТ 8.417—2002 
«Единицы величин».

Условия публикации и правила оформления статей 


