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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ФАРМАКОЛОГИЯ

Научная статья 
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ИЗУЧЕНИЕ АКТОПРОТЕКТОРНЫХ СВОЙСТВ ПРЕПАРАТА 
РУТАЦИРИН НА ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

Сергей Александрович Пархоменко✉, Елена Васильевна Кузьминова, 
Марина Петровна Семененко, Иван Дмитриевич Кузьминов

Краснодарский научный центр по зоотехнии и ветеринарии, 
Краснодар, Россия, parhomenko@aspect-ag.com✉

Аннотация. В статье приведены результаты по оценке актопротекторных свойств препарата рутацирин 
на лабораторных животных. Для эксперимента из половозрелых нелинейных самцов крыс сформировали 
2 группы (опытную и контрольную) по 10 грызунов в каждой. Крысам опытной группы течение 7 дней 
(1 раз в сутки) внутрижелудочно вводили препарат рутацирин из расчета 1,2  г/кг массы тела в форме 
30%‑ной суспензии. В контрольной группе животные получали эквиобъемное количество дистиллирован‑
ной воды. Через неделю от начала введения препарата определяли общую физическую выносливость гры‑
зунов с помощью теста «вынужденное плавание с грузом». Сразу после тестирования у 5 животных из 
каждой группы отбирали кровь для лабораторных исследований. В результате установлено, что у лабора‑
торных крыс опытной группы продолжительность плавания с грузом при дополнительной гипертермиче‑
ской нагрузке была больше контрольных значений на 19,78 % (р ≤ 0,05). Биохимические исследования 
крови крыс подтвердили адаптивное действие препарата, что проявилось улучшением маркеров энерге‑
тического обмена, состояния печени и окислительного стресса.
Ключевые слова: препарат рутацирин; доклинические исследования; актопротекторные свойства; лабо‑
раторные крысы; биохимические показатели крови

©  Пархоменко С. А., Кузьминова Е. В., Семененко М. П., Кузьминов И. Д., 2025

Усиленная антропогенная активность, наблюда‑
ющаяся в последние десятилетия, непосредствен‑
но сказывается на функционировании различных 
экосистем. В этом аспекте рыбы, особенно в ак‑
вакультуре, все чаще подвергаются воздействию 
множественных стрессоров, как биотического, так 
и абиотического характера. На рыб оказывает нега‑
тивное воздействие изменения температуры окру‑
жающей среды, часто встречаемые условия кис‑
лородного голодания, наличие различных ксено‑
биотиков в воде, неудовлетворительное качество 
кормов и др. Манипуляции в рыбоводных хозяй‑
ствах определяют техногенный стресс, связанный 
с плотностью посадки, проведением бонитировоч‑
ных работ, транспортировкой, шумом и вибраци‑
ей и др. [1—4].

При чем рыба часто подвергается воздействию 
нескольких стрессоров одновременно, что приво‑
дит к  различным типам взаимодействия между 
стрессорами. Например, повышение температу‑

ры может усилить негативное воздействие загряз‑
няющих веществ, поскольку способно увеличить 
скорость метаболизма и усвоение ксенобиотиков 
в организме рыб. Кроме того, тепловой стресс мо‑
жет нарушить способность рыб вырабатывать аде‑
кватную реакцию на стресс, тем самым ухудшая их 
возможность ограничивать негативное воздействие 
токсикантов. И наоборот, метаболические затраты 
на воздействие загрязняющих веществ могут нару‑
шить молекулярные и физиологические процессы, 
участвующие в тепловой акклиматизации. В этих 
случаях можно ожидать синергизма между стрес‑
сорами. Как следствие, при множественных стрес‑
согенных условиях по сравнению с воздействием 
одиночных стресс-факторов в организме могут раз‑
виваться более серьезные негативные эффекты на 
клеточном и системном уровнях [5—7].

В последние годы значительный интерес вызы‑
вает относительно новый фармакологический класс 
соединений, известный как актопротекторы (лат. 

аctus — движение, protectlo — прикрытие), кото‑
рые повышают и сохраняют физическую работо‑
способность организма в неблагоприятных услови‑
ях. Актопротекторные вещества обладают уникаль‑
ными свойствами и в соответствии с современными 
представлениями для них характерна способность 
к повышению переносимости нагрузок и увеличе‑
нию резистентности организма в ходе приспособле‑
ния к неблагоприятным факторам — жаре, холоду, 
жажде, голоду, инфекциям и т. п. Например в ги‑
пертермических условиях влияние актопротекто‑
ров на организм проявляется в нормализации энер‑
гетического обмена, стабилизации окислительного 
фосфолирования, торможении перекисного и ми‑
кросомального окисления, защите биологических 
мембран клеток [8—10].

Эти фармакологические свойства делают акто‑
протекторы перспективным направлением в вете‑
ринарной фармакологии, где они могут эффектив‑
но использоваться для улучшения функциональных 
возможностей организма животных, в том числе 
в условиях воздействия неблагоприятных факто‑
ров окружающей среды.

В доклинических исследованиях актопротек‑
торные свойства препаратов наиболее часто оце‑
ниваются с помощью поведенческого теста «вы‑
нужденное плавание» впервые предложенного 
Р. Полсолтом в 1977 году. 

Суть метода заключается в том, что животные 
помещаются в замкнутое пространство — прозрач‑
ную емкость с водой, из которой они не могут вы‑
браться. Для изучения выносливости лаборатор‑
ных животных применяется вариация поведенче‑
ского теста — «вынужденное плавание с грузом», 
что является более жестким комбинированным 
стрессом [11, 12].

В рамках создания препарата для повыше‑
ния устойчивости организма рыб в  аквакульту‑
ре при тепловом стрессе в отделе фармакологии 
Краснодарского научно-исследовательского ве‑
теринарного института  — обособленного струк‑
турного подразделения ФГБНУ КНЦЗВ проведе‑
на фармацевтическая разработка лекарственного 
препарата для ветеринарного применения — ру‑
тацирина. 

Действующие вещества, входящие в состав пре‑
парата рутацирин представлены аминокислотами, 
флавоноидами и антиоксидантами. Препарат нахо‑
дится в стадии доклинических исследований.

Целью настоящей работы явилось определе‑
ние актопротекторных свойств препарата рутаци‑
рин на лабораторных животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Эксперимент проведен на 20 нелинейных по‑
ловозрелых крысах (самцах) с массой тела от 280 
до 300 г, которых распределили на 2 группы (опыт‑
ная и контрольная) — по 10 грызунов в каждой.

Исследования проведены в соответствии с тре‑
бованиями, установленными Европейской конвен‑
цией по защите позвоночных животных, используе‑
мых в экспериментальных и научных целях (ETS 
№ 123, Страсбург, 18.03.1986), а также были согла‑
сованы и одобрены комиссией по вопросам био‑
этики Федерального государственного бюджетно‑
го научного учреждения «Краснодарский научный 
центр по зоотехнии и ветеринарии».

Крысам опытной группы течение 7 дней (1 раз 
в  сутки) внутрижелудочно вводили препарат ру‑
тацирин из расчета 1,2  г/кг массы тела в  форме 
30%‑ной суспензии. В контрольной группе живот‑
ные получали эквиобъемное количество дистилли‑
рованной воды.

Через 7 суток от начала введения препарата ру‑
тацирин определяли общую физическую выносли‑
вость грызунов с помощью теста — «вынужденное 
плавание с грузом». В рамках настоящего иссле‑
дования использована методика оценки физиче‑
ской выносливости мелких лабораторных живот‑
ных в модификации В. Н. Каркищенко с соавт. [13].

Дополнительным стрессирующим воздей‑
ствием на крыс при изучении актопротекторных 
свойств препарата рутацирин стало повышение 
температуры воды за границы оптимального диа‑
пазона, который для этого вида животных состав‑
ляет 22—27 °C. С учетом этого создавали условия 
гипертермии, когда температура воды была в диа‑
пазоне 36—38 °C.

Крысам перед тестированием к корню хвоста 
прикрепляли груз, пропорциональный весу живот‑
ного — 10 % от массы тела. Крысу аккуратно по‑
гружали в воду и при начале плавательных дви‑
жений начинали отсчет времени, регистрируемым 
параметром являлось время плавания в секундах. 
Окончанием теста считали отказ животного от пла‑
вания — его полное погружение под водное зерка‑
ло бассейна на 10 секунд. После чего крысу быстро 
извлекали из воды и обсушивали сухим полотен‑
цем, далее у 5 животных из каждой группы прово‑
дили взятие крови для лабораторных исследова‑
ний — путем сердечной пункции (прижизненно).

Биохимические исследования крови с  оцен‑
кой концентрации общего белка, глюкозы, тригли‑
церидов и аланинаминотрансферазы (АлАТ) про‑
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водили при помощи автоматизированного анали‑
затора Vitalab Flexor. В крови определяли маркер 
оксидативного стресса — малоновый диальдегид 
(МДА) в соответствии с методическими рекоменда‑
циями ВНИВИПФиТ (2010) на спектрофотометре 
Ecovien. Полученные цифровые данные были обра‑
ботаны методами вариационной статистики с опре‑
делением достоверности значений по t-критерию 
Стьюдента и считали их достоверными при уров‑
не значимости р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В результате проведенных исследований уста‑

новлено, что у  лабораторных крыс, получавших 

в течение недели препарат рутацирин в дозе 1,2 г/кг 
массы тела продолжительность плавания с грузом 
при дополнительной гипертермической нагрузке 
составила 146,5 ± 3,17 секунд против 122,3 ± 2,48 
секунд в контроле. 

Достоверная разница (р ≤ 0,05) между группа‑
ми составляет 19,78 %. Результаты этих исследо‑
ваний отражены на рисунке 1.

Проведенными лабораторными исследования‑
ми крови (результаты представлены на рисунке 2) 
установлено, что у крыс после вынужденного пла‑
вания крыс с грузом на фоне внешней гипертер‑
мии зарегистрирована следующая разница между 
группами в значениях биохимических показателей.

Се
ку
нд
ы

Опытная Контрольная
Группы

146,5

122,3

Рис. 1. Влияние препарата рутацирин на время вынужденного плавания крыс с грузом (n = 10)
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Рис. 2. Влияние препарата рутацирин на биохимические показатели крови крыс после теста «вынужден‑
ное плавание с грузом» (n = 5)

В группе с  применением препарата рута‑
цирин были выше концентрации общего бел‑
ка — на 5,51 % и глюкозы — на 9,98 % (р ≤ 0,05). 
Активность гепатоиндикаторного фермента АлАТ, 
наоборот, была ниже на 3,87 %. Содержание три‑
глицеридов, как показателя липидного обмена, 
в сыворотке крови крыс опытной группы было со‑
поставимо с контрольными значениями.

Наряду с этим установлено, что превентивное 
введение препарата рутацирин стабилизирует ин‑
тенсивность процессов перекисного окисления 
липидов, индукция которых отмечается при вы‑
раженных стрессогенных условиях. Как видно из 
данных, приведенных на рисунке 3, у животных 
опытной группы относительно контрольных ана‑
логов зарегистрировано статистически значимое 

(р ≤ 0,05) снижение уровня малонового диальде‑
гида — на 18,18 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, полученные результаты иссле‑

дований свидетельствуют о том, что превентивное 
применение в течение недели препарата рутацирин 
в дозе 1,2 г/кг массы тела лабораторным крысам 
увеличивает продолжительность плавания живот‑
ных с грузом на фоне дополнительной гипертер‑
мической нагрузки. Биохимические исследования 
крови крыс подтвердили адаптивное действие пре‑
парата, что проявилось улучшением маркеров энер‑
гетического обмена, состояния печени и окисли‑
тельного стресса. Следовательно, рутацирин об‑
ладает выраженным актопротекторным действием.

Опытная Контрольная
Группы

мк
мо
ль
/л

2,34
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3,5

3

2,5

2

1,5

1

0,5

0

Рис. 3. Влияние препарата рутацирин на концентрацию МДА в крови крыс после теста «вынужденное 
плавание с грузом» (n = 5)
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Abstract. The article presents the results of assessing the actoprotective properties of rutacirin on laboratory an‑
imals. For the experiment, sexually mature nonlinear male rats were divided into two groups (experimental and 
control), each consisting of 10 rodents. The rats in the experimental group were administered rutacirin intragas‑
trically for 7 days (once daily) at a dose of 1.2 g/kg of body weight in the form of a 30 % suspension. The ani‑
mals in the control group received an equal volume of distilled water. One week after the start of drug adminis‑
tration, the general physical endurance of the rodents was determined using the forced swim test with a load. 
Blood was collected from 5 animals from each group for laboratory studies immediately after the test. It was found 
that the duration of swimming with a load under additional hyperthermic load in the laboratory rats of the exper‑
imental group was by 19.78 % longer than the control values (p ≤ 0.05). Biochemical blood studies of rats con‑
firmed the drug adaptive effect, as evidenced by improved markers of energy metabolism, liver function and ox‑
idative stress.
Keywords: rutacirin, preclinical studies, actoprotective properties, laboratory rats, blood biochemistry
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Increased anthropogenic activity observed in re‑
cent decades has a direct effect on the functioning of 
various ecosystems. In this regard, fish, particularly 
in aquaculture, are increasingly exposed to multiple 
stressors, both biotic and abiotic. Fish are negatively 
affected by changes in ambient temperature, frequently 
occurring conditions of oxygen starvation, the presence 
of various xenobiotics in the water, poor feed quality 
and other factors. Manipulations on fish farms deter‑
mine technogenic stress associated with stocking den‑
sity, grading, transportation, noise and vibration, and 
other factors [1—4].

Fish are often exposed to multiple stressors simul‑
taneously, leading to various types of interactions be‑
tween stressors. For example, rising temperatures can 
increase the negative effect of pollutants, as they can 
increase the metabolic rate and absorption of xenobi‑
otics in fish. Furthermore, heat stress can impair the 
ability of fish to develop an adequate stress response, 
thereby reducing their ability to limit the negative ef‑
fect of toxicants. Conversely, the metabolic costs of 
exposure to pollutants can disrupt the molecular and 
physiological processes involved in heat acclimation. 

In these cases, synergism between stressors can be ex‑
pected. Consequently, multiple stressors can lead to 
more severe negative effects at the cellular and sys‑
temic levels than single stressors [5—7].

In recent years, a relatively new pharmacological 
class of compounds known as actoprotectors (Latin ac-
tus — movement, protectlo — protection) has attracted 
considerable interest. These compounds enhance and 
maintain physical performance under adverse condi‑
tions. Actoprotectors possess unique properties and ac‑
cording to modern concepts are characterized by the 
ability to increase exercise tolerance and enhance the 
body’s resistance during adaptation to adverse factors 
such as heat, cold, thirst, hunger, infections, etc. For 
example, under hyperthermic conditions, the effect of 
actoprotectors on the body is manifested in the nor‑
malization of energy metabolism, stabilization of oxi‑
dative phosphorylation, inhibition of peroxidation and 
microsomal oxidation, and protection of biological cell 
membranes [8—10].

These pharmacological properties make actopro‑
tectors a promising area of veterinary pharmacology, 
where they can be effectively used to improve the func‑
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tional capacity of animals, including under the effect 
of adverse environmental factors.

In preclinical studies, the actoprotective properties 
of drugs are most often assessed using the forced swim 
test, first proposed by R. Porsolt in 1977. The method 
involves placing animals in a confined space (a trans‑
parent container of water), from which they cannot 
escape. To study the endurance of laboratory animals, 
a variation of the behavioral test (forced swim with a 
load) is used, which represents a more severe com‑
bined stress [11, 12].

As part of the drug design to improve the resistance 
of aquaculture fish to heat stress, the Pharmacology 
Department of Krasnodar Veterinary Research 
Institute — a separate structural division of Krasnodar 
Research Center for Zootechnics and Veterinary 
Medicine, conducted the pharmaceutical design of the 
veterinary drug rutacirin. The active ingredients in ruta‑
cirin include amino acids, flavonoids and antioxidants. 
The drug is currently in preclinical trials.

The research objective was to determine the acto‑
protective properties of rutacirin on laboratory animals.

MATERIAL AND METHODS
The experiment was conducted on 20 nonlinear, 

sexually mature male rats weighing between 280 and 
300 grams. The rats were divided into two groups (ex‑
perimental and control) of 10 rodents each.

The studies were conducted in accordance with 
the requirements of the European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals used for Experimental 
and Scientific Purposes (ETS No.  123, Strasbourg, 
March 18, 1986) and were also agreed upon and ap‑
proved by the Bioethics Committee of Krasnodar 

Research Center for Zootechnics and Veterinary 
Medicine. The rats in the experimental group were ad‑
ministered rutacirin intragastrically for 7 days (once 
daily) at a dose of 1.2 g/kg of body weight as a 30 % 
suspension. The animals in the control group received 
an equal volume of distilled water.

Seven days after the start of rutacirin administra‑
tion, the rodents’ overall physical endurance was de‑
termined using the forced swim test with a load. This 
study utilized a method for assessing the physical 
endurance of small laboratory animals modified by 
V. N. Karkishchenko et al. [13].

An additional stressor applied to the rats during the 
study of rutacirin actoprotective properties was an in‑
crease in water temperature beyond the optimal range, 
which for this species is 22—27 °C. Considering this, 
hyperthermia conditions were created, with the water 
temperature in the range of 36—38 °C.

Before testing, a weight proportional to the ani‑
mal’s body weight (10 % of a body weight) was at‑
tached to the base of the rat’s tail. The rat was gen‑
tly immersed into the water, and a time marking was 
started as soon as it began swimming, recording the 
swimming time in seconds. The test was completed 
when the animal stopped swimming, i. e., complete‑
ly immersed into the water for 10 seconds. Afterward, 
the rat was quickly removed from the water and dried 
with a dry towel. Blood samples were collected from 
five animals from each group for laboratory testing via 
cardiac puncture (in vivo).

The biochemistry blood tests, including assessment 
of total protein, glucose, triglyceride and alanine ami‑
notransferase (ALT) concentrations, were performed 
using a Vitalab Flexor automated analyzer.
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Fig. 1. Effect of the drug rutacirin on the time of the forced swim test with a load (n = 10)

Malondialdehyde (MDA), a marker of oxidative 
stress, was measured in the blood using an Ecovien 
spectrophotometer in accordance with the guidelines 
of ARVRIPP&T (2010).

The resulting digital data were processed using 
variation statistics, with the significance of the val‑
ues determined using the Student’s t-test. The data 
were considered significant at a significance level of 
p ≤ 0.05.

STUDY RESULTS
These studies revealed that laboratory rats given 

rutacirin at a dose of 1.2 g/kg of body weight for a week 
had a swimming time of 146.5 ± 3.17 seconds under 
additional hyperthermic load, compared to 122.3 ± 2.48 

seconds in the control group. The significant difference 
(p ≤ 0.05) between the groups was 19.78 %. The results 
of these studies are shown in Fig. 1.

Laboratory blood tests (the results are presented in 
Fig. 2) showed that after forced swimming with a load 
against the background of external hyperthermia, the 
following difference between the groups in the values 
of biochemical indicators was recorded in rats.

In the rutacirin group, total protein concentra‑
tions were higher by 5.51 % and glucose — by 9.98 % 
(p ≤ 0.05). Conversely, the ALT (a  hepatic indica‑
tor enzyme) activity was lower by 3.87 %. Serum tri‑
glyceride levels, as an indicator of lipid metabolism, 
were comparable to control values in the experimen‑
tal group.
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Fig. 2. Effect of the drug rutacirin on the biochemical blood indicators of rats after the forced swim test with a 
load (n = 5)
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Fig. 3. Effect of the drug rutacirin on the blood concentration of MDA in rats after the forced swim test with a 
load (n = 5)
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Furthermore, preventive administration of rutacirin 
was found to stabilize the intensity of lipid peroxida‑
tion processes, which are induced under severe stress 
conditions. As shown in Fig. 3, the animals of the ex‑
perimental group, relative to their control analogues, 
showed a statistically significant (p ≤ 0.05) reduction 
in malondialdehyde levels by 18.18 %.

CONCLUSION
Thus, the obtained study results indicate that pre‑

ventive weekly administration of rutacirin at a dose 
of 1.2 g/kg of body weight to laboratory rats increas‑
es the duration of swimming with a load against the 
background of additional hyperthermic load. The bio‑
chemical blood studies of the rats confirmed the adap‑
tive effect of the drug, as evidenced by improved mark‑
ers of energy metabolism, liver function and oxidative 
stress. Consequently, rutacirin has a pronounced acto‑
protective effect.
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Аннотация. Целью настоящего исследования явилась оценка фармакокинетического профиля препарата 
гемовит-плюс, представляющего собой комплекс органического соединения производного этилендиамин‑
диянтарной кислоты с биологически активными микроэлементами (Fe, Mn, Cu, Zn, Co, Se, I). Для экспе‑
римента было отобрано 13 групп крыс по 3 животных в каждой (12 опытных и одна контрольная). Кры‑
сам опытных групп препарат гемовит-плюс вводили внутрижелудочно в дозе 13 мг / 1 кг массы тела жи‑
вотного. Далее через каждые два часа в  течение суток проводили гуманную эвтаназию грызунов для 
отслеживания динамики изменения содержания микроэлементов в органах и тканях их организма. У крыс 
для исследования брали кровь, сердце, лёгкие, печень, почки, скелетную мускулатуру, толстый и тонкий 
отделы кишечника. Результаты эксперимента показали, что входящие в гемовит-плюс микроэлементы ха‑
рактеризуются высокой степенью биодоступности, достигая максимальных значений к 6—8 часу после 
введения, что доказывает высокий уровень усвоения хелатной формы препарата.
Ключевые слова: гемовит-плюс, микроэлементы, фармакокинетика, лабораторные крысы, органы и тка‑
ни, кровь
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Живой организм — сложная динамическая си‑
стема, для функционирования которой необходи‑
мо поддержание множества обменных процессов, 
представляющих собой сложные биохимические 
реакции всех биологически активных и питатель‑
ных веществ. Однако здоровье и продуктивность 
животных зависят не только от кормления по ра‑
ционам с достаточным количеством протеина, жира 
и углеводов, но и от обеспеченности их минераль‑
ными веществами, значение которых для организ‑
ма огромно [1, 2].

Функции минеральных элементов в организме 
чрезвычайно многообразны и неразрывно связаны 
с их формой и состоянием [3]. Они входят в состав 
жизненно важных соединений, участвуют в про‑
цессах синтеза и распада, всасывания и выведе‑
ния веществ, оказывают непосредственное влия‑
ние на активность ферментов, гормонов и витами‑
нов, поддерживают определенное осмотическое 

давление в жидкостях организма. Недостаток или 
избыток микро- и макроэлементов может не толь‑
ко влиять на продуктивность животных, но и вы‑
зывать ряд заболеваний алиментарного характера 
[4—7]. Патологии, обусловленные дефицитом эс‑
сенциальных микроэлементов, а также дисбалан‑
сом макро- и микроэлементов, получили объеди‑
няющее название — микроэлементозы.

Поиск эффективных, профилактирующих ми‑
кроэлементную недостаточность средств, продол‑
жается постоянно. Особый интерес вызывают ком‑
плексные соединения ионов металлов с  различ‑
ными органическими веществами, содержащими 
цикличные группировки органических молекул, 
так называемые хелатные или биокоординацион‑
ные соединения. Применение хелатных соедине‑
ний микроэлементов обеспечивает лучшую асси‑
миляцию металла, чем при введении их в рацион 
в неорганической форме. Такие соединения могут 
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применяться внутрь или парентерально, они спо‑
собны преодолевать плацентарный барьер и ока‑
зывать положительное влияние на плод, процес‑
сы кроветворения, нормализацию обменных про‑
цессов [8—11].

Однако многие вопросы действия хелатных со‑
единений на организм животного, его органы и си‑
стемы изучены недостаточно и требуют дальней‑
ших исследований. При этом важным этапом при 
их разработке является изучение основных путей 
метаболизма входящих в состав хелатов биометал‑
лов и их последующую биотрансформацию.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектом исследования явился препарат гемо‑
вит-плюс — комплекс органического соединения 
производного этилендиаминдиянтарной кислоты 
(ЭДДЯК) с  биологически активными микроэле‑
ментами (Fe, Mn, Cu, Zn, Co, Se, I).

Оценка фармакокинетического профиля гемо‑
вита-плюс проводилась на белых лабораторных по‑
ловозрелых крысах в условиях вивария кафедры 
«Основы ветеринарии, акушерства и зоогигиены» 
ФГБОУ ВО «Тверская государственная сельскохо‑
зяйственная академия».

Для эксперимента было отобрано 13 групп крыс 
по 3 животных в каждой (12 опытных и одна кон‑
трольная). Крысам опытных групп препарат гемо‑
вит-плюс вводился внутрижелудочно в дозе 13 мг / 
1 кг массы тела животного. 

Далее через каждые два часа в течение суток 
грызунов последовательно подвергали эвтаназии 
для отслеживания динамики изменения содержа‑
ния микроэлементов (железо, марганец, йод, цинк, 
кобальт, медь, селен) в органах и тканях организ‑
ма. Крыс контрольной группы умерщвляли вместе 
с 12 опытной группой.

У взятых в эксперимент животных для исследо‑
вания отбирали следующие органы и ткани: кровь, 
печень, почки, сердце, лёгкие, толстый и тонкий от‑
делы кишечника, скелетную мускулатуру. Изучение 
всех биологических проб проводили на атомно-аб‑
сорбционном спектрофотометре (железо, марганец, 
цинк, кобальт, медь) и  вольтамперометрическом 
анализаторе (селен, йод — методом «Экотест-ВА»).

Необходимо отметить, что лиганд препара‑
та гемовит-плюс состоит из двух составляющих: 
этилендиаминтетрауксусной кислоты и аспараги‑
новой кислоты. Этилендиаминтетрауксусная кис‑
лота, также называемая кислотой ЭДТА по назва‑
нию собственной аббревиатуры, представляет со‑

бой аминополикарбоновую кислоту с  формулой 
[CH2N(CH2CO2H)2]2. Это белое, нерастворимое 
в  воде твердое вещество, широко используемое 
для связывания ионов железа (Fe2+/Fe3+) и кальция 
(Ca2+), образующее растворимые в воде комплек‑
сы даже при нейтральном pH.

Второй составляющей лиганда является ас‑
парагиновая аминокислота или аминоянтарная 
кислота  — алифатическая заменимая аминокис‑
лота, одна из 20 протеиногенных аминокислот 
организма. Встречается во всех организмах в сво‑
бодном виде и в составе белков, выполняет роль 
нейромедиатора в центральной нервной системе. 
Аспарагиновая кислота во время синтеза лиганда 
превращается в янтарную кислоту, которая явля‑
ется промежуточным продуктом обмена веществ, 
образующимся в процессе окисления и взаимопре‑
вращения белков, жиров и углеводов в живой клет‑
ке. В клетках янтарная кислота играет роль энер‑
гетического субстрата, участвуя в различных био‑
химических реакциях [12, 13—15].

Поэтому при проведении данного эксперимен‑
та нам было важно выяснить возможное влияние 
ЭДДЯК (сложный лиганд, образованный соедине‑
нием этилендиаминтетрауксусной и янтарной кис‑
лотами) на степень усвоения микроэлементов в ор‑
ганизме животных.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В результате проведенного исследования усред‑

ненный фармакокинетический профиль кривых 
каждого из микроэлементов, входящих в препарат 
гемовит-плюс после его однократного внутрижелу‑
дочного введения крысам в дозе 13 мг/кг, представ‑
ленный на рисунках1—7, отражает смоделирован‑
ные кривые «концентрация — время».

Анализируя полученный материал, можно от‑
метить следующую динамику изменений: содержа‑
ние микроэлементов в исследуемых органах и тка‑
нях крыс уже через 2 часа после введения препа‑
рата гемовит-плюс увеличивалось в крови, печени 
и тонком отделе кишечника, достигая максималь‑
ных значений к 6—8 часу, после чего стабильно вы‑
соко держалось на одном уровне до 12 часов по‑
сле введения. Этот период можно обозначить как 
фазу повышенной концентрации лекарственного 
вещества. При этом медианы времени достиже‑
ния максимальной концентрации для всех иссле‑
дуемых микроэлементов практически совпадали. 
Исключение составил тонкий отдел кишечника, где 
их содержание снижалось уже через 6 часов от на‑
чала введения гемовита-плюс.
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Рис. 1. Содержание железа в органах и тканях крыс в течение суток после введения препарата гемовит-
плюс, мкг%

Кон
тр

ол
ь

Сердце Печень Почки Лёгкие

Кровь

Чер
ез 

2 ч

Чер
ез 

4 ч

Чер
ез 

6 ч

Чер
ез 

8 ч

Чер
ез 

10
 ч

Чер
ез 

12
 ч

Чер
ез 

14
 ч

Чер
ез 

16
 ч

Чер
ез 

18
 ч

Чер
ез 

20
 ч

Чер
ез 

22
 ч

Чер
ез 

24
 ч

Тонкий кишечник Толстый кишечник Мускулатура

0

10

20

30

40

50

60

Рис. 2. Содержание марганца в органах и тканях крыс в течение суток после введения препарата гемовит-
плюс, мкг%
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Рис. 3. Содержание цинка в органах и тканях крыс в течение суток после введения препарата гемовит-
плюс, мкг%
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Рис. 4. Содержание меди в органах и тканях крыс в течение суток после введения препарата гемовит-плюс, 
мкг%
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Рис. 5. Содержание кобальта в органах и тканях крыс в течение суток после введения препарата гемовит-
плюс, мкг%
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Рис. 6. Содержание селена в органах и тканях крыс в течение суток после введения препарата гемовит-
плюс, мкг%
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Рис. 7. Содержание йода в органах и тканях крыс в течение суток после введения препарата гемовит-плюс, 
мкг%

Далее следовала фаза поддержания концентра‑
ции минеральной составляющей препарата, об‑
уславливающая относительную степень всасыва‑
ния микроэлементов в  подавляющем количестве 
органов, кроме почек, в которых спустя 12 часов 
происходило их увеличение. При этом максималь‑
ные значения всех минералов сохранялись в период 
с 12 до 16 часов, после чего их концентрация, про‑
должая поддерживаться в значимо высоких грани‑
цах, медленно динамично снижалась. 

Исключение составило изменение таких ми‑
кроэлементов, как селен и йод, содержание кото‑
рых в почках оставалось стабильно высоким даже 
к завершению эксперимента. 

Данная фаза закончилась примерно к 20 часам 
после введения гемовита-плюс, после чего насту‑
пала фаза снижения концентрации, при которой 
содержание микроэлементов в  органах и  тканях 
опытных крыс практически достигало исходно‑
го уровня.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании полученных данных можно кон‑

статировать, что входящие в  препарат гемовит-
плюс микроэлементы обладают сходством фар‑
макокинетических параметров. Усредненные про‑
фили их фармакокинетических кривых имеют 

совпадающие формы, характеризуясь близкими 
значениями относительной биодоступности, что, 
в  свою очередь, подтверждает высокий уровень 
биоэквивалентности и усвояемости хелатной фор‑
мы препарата. 

При этом сложный лиганд, образованный со‑
единением этилендиаминтетрауксусной и янтар‑
ной кислотами, входящий в состав препарата ге‑
мовит-плюс, не оказывает негативного влияния 
на степень усвоения микроэлементов в  организ‑
ме животных.
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Abstract. The research objective was to assess the pharmacokinetic profile of the drug hemovit-plus, a complex 
of an organic compound derived from ethylenediaminedisuccinic acid with biologically active microelements (Fe, 
Mn, Cu, Zn, Co, Se, I). Thirteen groups of rats, 3 animals each (12 experimental and 1 control), were selected for 
the experiment. The rats in the experimental groups were administered hemovit-plus intragastrically at a dose of 
13 mg/L per kg of body weight. Then, every two hours for 24 hours, the rodents were humanely euthanized to 
monitor the dynamics of changes in the content of microelements in their organs and tissues. Blood, heart, lungs, 
liver, kidneys, skeletal muscles, and large and small intestines were collected from the rats for the study. The ex‑
perimental results have shown that the microelements contained in hemovit-plus are highly bioavailable, reach‑
ing peak values 6—8 hours after administration, demonstrating the high level of absorption of the chelated form 
of the drug.
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A living organism is a complex dynamic system, 
whose functioning requires the maintenance of numer‑
ous metabolic processes, which represent complex bio‑
chemical reactions of all biologically active substanc‑
es and nutrients. However, the health and productiv‑
ity of animals depend not only on feeding the rations 
with sufficient protein, fat and carbohydrates, but also 
on their supply of minerals, the importance of which 
for the body is enormous [1, 2].

The functions of mineral elements in the body are 
extremely diverse and inextricably linked to their form 
and state [3]. They are part of vital compounds, par‑
ticipate in the processes of synthesis and breakdown, 
absorption and excretion of substances, directly af‑
fect the activity of enzymes, hormones and vitamins, 
and maintain a certain osmotic pressure in body fluids. 
A deficiency or excess of micro- and macroelements 
can not only affect animal productivity but also cause 
a number of nutritional diseases [4—7]. 

Pathologies caused by a deficiency of essential mi‑
croelements, as well as an imbalance of macro- and 

microelements, are collectively known as microele‑
mentoses.

The search for effective preventive measures 
against microelement deficiencies is ongoing. Of par‑
ticular interest are complex compounds of metal ions 
with various organic substances containing cyclic 
groups of organic molecules, so-called chelate or bio‑
coordination compounds. The use of chelated micro‑
element compounds ensures better metal assimilation 
than when they are introduced into the diet in inorganic 
form. Such compounds can be administered orally or 
parenterally. They are able to cross the placental barri‑
er and have a positive effect on the fetus, hematopoie‑
sis and normalization of metabolic processes [8—11].

However, many aspects of the effects of chelat‑
ed compounds on the animal body, its organs and sys‑
tems have been insufficiently studied and require fur‑
ther research. An important step in their design is the 
study of the primary metabolic pathways of the bio‑
metals included in the chelates and their subsequent 
biotransformation.

MATERIAL AND METHODS
The study object was hemovit-plus, a complex of 

an organic compound derived from ethylenediamine‑
disuccinic acid (EDDS) with biologically active mi‑
croelements (Fe, Mn, Cu, Zn, Co, Se, I).

The pharmacokinetic profile of hemovit-plus was 
assessed using adult white laboratory rats in the vivar‑
ium of the Department of Fundamentals of Veterinary 
Medicine, Obstetrics and Zoohygiene at FSBEI HE 
“Tver State Agricultural Academy”.

Thirteen groups of rats, three animals each (12 ex‑
perimental and one control), were selected for the ex‑
periment. The rats in the experimental groups were ad‑
ministered hemovit-plus intragastrically at a dose of 
13 mg/kg of body weight. The rodents were then se‑
quentially euthanized every two hours for 24 hours to 
monitor changes in microelement content (iron, man‑
ganese, iodine, zinc, cobalt, copper and selenium) in 
their organs and tissues. The rats in the control group 
were devitalized along with the 12 experimental group.

The following organs and tissues were collected 
from the experimental animals: blood, liver, kidneys, 
heart, lungs, large and small intestines, and skeletal 
muscles. All biological samples were studied using 
an atomic absorption spectrophotometer (iron, manga‑
nese, zinc, cobalt, copper) and a voltammetric analyz‑
er (selenium, iodine — using the Ecotest-VA method).

It should be noted that the ligand of the drug 
hemovit-plus consists of two components: eth‑
ylenediaminetetraacetic acid and aspartic acid. 
Ethylenediaminetetraacetic acid, also known as EDTA 
by its acronym, is an aminopolycarboxylic acid with the 
formula [CH2N(CH2CO2H)2]2. It is a white, water-insol‑
uble solid widely used to bind iron (Fe2+/Fe3+) and calci‑
um (Ca2+) ions, forming water-soluble complexes even 
at neutral pH. The second component of the ligand is 
aspartic amino acid or aminosuccinic acid, an aliphatic, 
nonessential amino acid and one of the 20 proteinogen‑
ic amino acids in the body. It is found in all organisms 
in free form and as part of proteins, and functions as a 
neurotransmitter in the central nervous system. During 
ligand synthesis, aspartic acid is converted to succinic 
acid, which is an intermediate metabolic product formed 
during the oxidation and interconversion of proteins, 
fats, and carbohydrates in living cells. In cells, succin‑
ic acid acts as an energy substrate, participating in var‑
ious biochemical reactions [12, 13—15]. Therefore, in 
conducting this experiment, it was important for us to 
determine the possible effect of EDDS (a complex li‑
gand formed by combining ethylenediaminetetraacetic 
and succinic acids) on the absorption of microelements 
in the animals’ bodies.

STUDY RESULTS
As a result of the study, the average pharmacoki‑

netic profile curves for each of the microelements in‑
cluded in the drug hemovit-plus after a single intra‑
gastric administration to rats at a dose of 13 mg/kg, 
presented in Fig. 1—7, reflect the simulated concen‑
tration-time curves.

Analyzing the data obtained, the following dy‑
namics of changes can be noted. Microelement сon‑
tent in the rats’ studied organs and tissues increased 
in 2 hours after administration of hemovit-plus in the 
blood, liver and small intestine, reaching maximum 
values by 6—8 hours, after which they remained con‑
sistently high for up to 12 hours after administration. 
This period can be defined as the phase of increased 
drug concentration. The median times to reach maxi‑
mum concentration for all studied microelements were 
virtually identical. The exception was the small intes‑
tine, where their content decreased within 6 hours from 
the administration of hemovit-plus.

This was followed by a phase of maintaining the 
concentration of the mineral component of the drug, 
which determined the relative degree of absorption 
of microelements in the vast majority of organs, with 
the exception of the kidneys, where they increased in 
12 hours. 

Moreover, the maximum values for all minerals 
were maintained between 12 and 16 hours, after which 
their concentrations, while still significantly high, 
slowly and dynamically declined. The exception was 
changes in the microelements such as selenium and 
iodine, the content of which in the kidneys remained 
consistently high even at the end of the experiment.

This phase ended approximately 20 hours after 
hemovit-plus administration, followed by a phase of 
concentration decline, during which microelement con‑
tent in the organs and tissues of the experimental rats 
almost reached the baseline level.

CONCLUSION
Based on the data obtained, it can be conclud‑

ed that the microelements contained in hemovit-plus 
have similar pharmacokinetic parameters. The average 
pharmacokinetic curve profiles have similar shapes, 
characterized by similar relative bioavailability val‑
ues, which, in turn, confirms the high level of bio‑
equivalence and digestibility of the chelated form of 
the drug. Furthermore, the complex ligand formed by 
a compound of ethylenediaminetetraacetic and succin‑
ic acids, which is part of the drug hemovit-plus, does 
not negatively affect the absorption of microelements 
in the animals.
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Fig. 1. Iron content in organs and tissues of rats within 24 hours after administration of the drug hemovit-plus, 
µg%

Con
tro

l

Heart Liver Kidneys Lungs

Blood

In 
2 h

In 
4 h

In 
6 h

In 
8 h

In 
10

 h

In 
12

 h

In 
14

 h

In 
16

 h

In 
18

 h

In 
20

 h

In 
22

 h

In 
24

 h

Small intestine Large intestine Muscles

0

10

20

30

40

50

60

Fig. 2. Manganese content in organs and tissues of rats within 24 hours after administration of the drug hemov‑
it-plus, μg%
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Fig. 3. Zinc content in organs and tissues of rats within 24 hours after administration of the drug hemovit-plus, 
µg%
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Fig. 5. Cobalt content in organs and tissues of rats within 24 hours after administration of the drug hemovit-plus, 
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Fig. 6. Selenium content in organs and tissues of rats within 24 hours after administration of the drug hemovit-plus, 
μg%
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Аннотация. Действующее вещество препарата «АНАНДИН® 10 % раствор для инъекций» — глюками‑
нопропилкарбакридон, являющееся комплексным соединением, состоящим из N-акридонуксусной кисло‑
ты (АУК) и диметиламинопропилглюкофуранозы (ДМАПГФ). При исследовании фармакокинетики опре‑
деляли оба компонента. По результатам экспериментов установлено, что АУК и ДМАПГФ активно про‑
никают в системный кровоток КРС и свиней после внутримышечного введения в терапевтической дозе 
0,02 мл/кг массы тела, распределяясь по всему организму. Для обоих компонентов отмечена быстрая аб‑
сорбция из места инъекции и циркуляция в организме свиней в течение 6 ч и 12 ч у КРС. Предлагаемая 
дозировка и внутримышечный способ введения препарата «АНАНДИН® 10 % раствор для инъекций» 
обеспечивают хорошую абсорбцию и распределение компонентов действующего вещества в организме 
КРС и свиней.
По результатам анализа проб органов и тканей КРС и свиней на остаточное содержание АУК и ДМАГПФ 
установлено, что для получения безопасных продуктов питания убой КРС и свиней следует осуществлять 
через 1 сутки после курсового внутримышечного применения препарата «АНАНДИН® 10 % раствор для 
инъекций».
Ключевые слова: диметиламинопропилглюкофураноза, N-акридонуксусная кислота, свиньи, крупный 
рогатый скот, фармакокинетика, остаточные количества, АНАНДИН® 10 % раствор для инъекций
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Препарат «АНАНДИН® 10 % раствор для инъ‑
екций» в качестве действующего вещества содер‑
жит глюкаминопропилкарбакридон — 100 мг/мл. 
Глюкаминопропилкарбакридон является низкомо‑
лекулярным индуктором противовоспалительных 
цитокинов и эндогенных интерферонов, которые на 
внутриклеточном уровне подавляют репродукцию 
вирусов, препятствуя развитию инфекционных 
процессов. Препарат обладает противовоспали‑
тельным и иммуномодулирующим действием, по‑
вышая функциональную активность Т-лимфоцитов 
и макрофагов, активизирует фагоцитоз, что в пер‑
вую очередь необходимо для лечения вирусных 
инфекций и осложнений после перенесенных за‑

болеваний за счет усиления иммунной защиты ор‑
ганизма [1].

Глюкаминопропилкарбакридон является ком‑
плексным соединением, состоящим из 2 ком‑
понентов: N-акридонуксусной кислоты (АУК) 
и  3‑О(N, N-диметиламино-н-пропил)-1,2:5,6‑ди-
О-изопропилиден-αD-глюкофуранозы (диме‑
тиламинопропилглюкофуранозы, ДМАГПФ). 
Структурные формулы компонентов представле‑
ны на рис. 1.

АНАНДИН® относится к наиболее перспектив‑
ным и безопасным низкомолекулярным иммуномо‑
дуляторам, так как они, как правило, не вызывают 
аллергических побочных реакций. Он обладает 
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направленным противовирусным, иммуномоду‑
лирующим и противовоспалительным действием, 
благодаря стимуляции выработки организмом жи‑
вотного эндогенных интерферонов, противовос‑
палительных цитокинов, активации Т и В лимфо‑
цитов, макрофагов, NK-клеток [2]. В научной ли‑
тературе сообщается о влиянии АНАНДИНА® на 
некоторые показатели, характеризующие клеточ‑
ные и гуморальные факторы врожденного и адап‑
тивного иммунитета у  свиноматок в  различные 
периоды супоросности и лактации [3]. Было вы‑
явлено его позитивное влияние на клеточные фак‑
торы врожденного (активности кислородзависи‑
мых и кислороднезависимых бактерицидных си‑
стем нейтрофилов в лизосомально-катионном тесте 
и тесте восстановления нитросинего тетразолия) 
и адаптивного иммунитета (продукция лимфоки‑
нов в реакции торможения миграции лейкоцитов) 
телят [4]. Применение АНАНДИНА® поросятам 
способствовало улучшению у них морфологиче‑
ских и биохимических показателей крови: количе‑
ство эритроцитов, лейкоцитов, СОЭ, гемоглобина, 
общего белка, билирубина и натрия [5] и показа‑
телей, характеризующих клеточные факторы адап‑
тивного и врожденного иммунитета [6]. Доказана 
высокая его эффективность при профилактике ре‑
спираторных и желудочно-кишечных заболеваний 
телят и поросят в критические периоды жизни, ко‑
гда существует угроза вспышки инфекции [7, 8]. 
Показано, что применение АНАНДИНА® телятам 
перед первичной или повторной вакцинацией при‑
водило к повышению качества вакцинации, стиму‑
ляции иммунного ответа и выработке более высо‑

ких титров антител к вирусам инфекционного ри‑
нотрахеита, вирусной диареи и парагриппа даже 
у ослабленных животных [9]. В настоящее время 
в медицине применяются индукторы эндогенных 
интерферонов, содержащие в качестве действую‑
щих веществ различные соли акридонуксусной 
кислоты такие, как: НЕОВИР®, ЦИКЛОФЕРОН®. 
Однако уникальность АНАНДИНА® заключается 
в том, что благодаря входящим в его состав соли 
акридонуксусной кислоты с  монозамещенными 
эфирами моносахаридов удалось добиться высо‑
кой стабильности, уникальной способности рас‑
творяться как в  гидрофильных, так и  гидрофоб‑
ных средах и высокой биодоступности. Соли акри‑
донуксусных кислот с монозамещенными эфирами 
моносахаридов являются солями, образованными 
слабыми кислотами и слабыми основаниями, очень 
мало диссоциированными в водных растворах и об‑
разующими устойчивые ионные пары в  спиртах 
и малополярных растворителях. Между катионом 
и анионом происходит дополнительное образова‑
ние водородных связей, что стабилизирует молеку‑
лу соединения, а электростатические заряды дан‑
ных веществ в значительной степени экранирова‑
ны гидрофобными группами [10].

Несмотря на многочисленные исследования те‑
рапевтической эффективности АНАНДИНА®, мы 
не нашли в доступной литературе информации по 
изучению фармакокинетики и  сроков выведения 
из организма сельскохозяйственных животных 
N-акридонуксусной кислоты и диметиламинопро‑
пилглюкофуранозы, входящих в  состав препара‑
та, что несомненно является актуальной задачей.

	 	  
	 А	 Б

Рис. 1. Структура молекулы акридонуксусной кислоты (А) и диметиламинопропилглюкофуранозы (Б) [1]

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные. В исследовании использовали 6 те‑

лят 2—3 месячного возраста холмогорской породы 
массой 70—90 кг для изучения фармакокинетики 
и 10 телят — динамики выведения остаточных ко‑
личеств действующих веществ препарата из орга‑
нов и тканей животных. Для кормления (утром и ве‑
чером) применяли рацион, составленный с учетом 
возраста и включающий: сено разнотравное — по 
1,0 кг, комбикорм — по 0,2 кг, заменитель цельно‑
го молока — по 3,0 л.

Доступ к воде не ограничивали. Температура 
в помещении находилась в промежутке 16—27 °C, 
относительная влажность воздуха составляла 45—
70 %. Для изучения фармакокинетики у свиней ис‑
пользовали 6 поросят 2—3 месячного возраста мас‑
сой 22—35 кг породы ландрас/дюрок и 10 поро‑
сят — динамики выведения остаточных количеств 
действующих веществ препарата из органов и тка‑
ней животных. 

Для кормления применяли рацион, составлен‑
ный с учетом возраста и включающий комбикорм 
для свиней СПК‑5. В помещении использовалось 
искусственное освещение. Доступ к воде не огра‑
ничивали. Температура в помещении находилась 
в промежутке 16—27 °C, относительная влажность 
воздуха — 45—70 %.

Дизайн исследования. Для изучения фармакоки‑
нетики у КРС и свиней вводили препарат однократ‑
но внутримышечно в дозе 2 мг глюкаминопропил‑
карбакридона на кг массы животного. Точки отбо‑
ра крови у животных были до введения препарата 
и через 15; 30; 45 мин; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12; 
24; 48; 72 ч после введения. Из отобранной крови 
получали плазму.

Для исследования динамики выведения оста‑
точных количеств действующего вещества у КРС 
и свиней препарат вводили курсово: двукратно вну‑
тримышечно с интервалом 48 ч в дозе 2 мг глюка‑
минопропилкарбакридона на кг массы тела жи‑
вотного. Отбирали мышечную и жировую ткань, 
печень и почки до введения препарата и через 12 
и 24 ч после последнего введения.

Отобранные образцы гомогенизировали, замо‑
раживали при –20℃ и хранили в  замороженном 
виде до проведения анализа.

Стандартные образцы. Для исследования ис‑
пользовали стандартные образцы диметиламино‑
пропилглюкофуранозы с содержанием основного 
вещества 99,6 % (СКТБ Технолог, Россия) и 9‑ок‑
со‑10(9H)-акридонуксусной кислоты с  содержа‑
нием основного вещества не менее 98 % (TRC, 

Канада). Стандартные образцы растворяли в ме‑
таноле до концентрации 1 мг/мл.

Методика определения. В  исследовании ис‑
пользовали матричные градуировочные образцы 
плазмы крови, печени, почек, жировой и мышеч‑
ной тканей свиней и КРС. Диапазон линейности 
определения АУК в плазме крови составил от 5 до 
500 нг/мл, а для ДМАПГФ — от 5 до 200 нг/мл, 
в органах и тканях для обоих аналитов диапазон 
линейности составил от 10 до 500 нг/г.

При определении аналитов в плазме крови жи‑
вотных проводили экстракцию охлажденным аце‑
тонитирлом (ч. д. а.), послученный экстракт раз‑
бавляли 0,5 % муравьиной кислотой (ч. д. а.) в воде 
и проводили очистку с помощью картриджей c сор‑
бентом С18 (200 мг, Biocomma, Китай), предвари‑
тельно подготовленные метанолом (HPLC grade) 
и  0,5 % муравьиной кислотой. После нанесения 
экстракта картриджы промывали 0,5 % муравьи‑
ной кислотой в воде и элюировали аналиты 0,5 % 
муравьиной кислотой в метаноле. С помощью упа‑
ривания элюат концентирровали и  фильтровали 
в виалу через мембранный PTFE фильтр.

При определении АУК в органах и тканях жи‑
вотных экстракцию проводили 6М соляной кисло‑
той (х. ч.) на водяной бане при 95 ° в течение 1,5 ч. 
Полученный экстракт чистили гекасаном (х. ч.). 
После этого проводили жидкость-жидкостную 
двойную экстракцию метилтретбутиловым эфи‑
ром (х. ч.), полученные экстракты упаривали досу‑
ха, а полученный остадок перерастворяли в 0,1М 
соляной кислоте. 

Далее повторно чистили экстракт гексаном. 
Полученный экстракт использовали для твердо-
фазной экстракции (ТФЭ) на картриджах с сорбен‑
том MCX (60 мг, Biocomma, Китай), предваритель‑
но кондиционированных метанолом и 0,1М раство‑
ром соляной кислоты. 

После нанесения экстракта картридж промыва‑
ли 0,1М соляной кислотой и элюировали аналиты 
0,5 % аммиаком (ч. д. а.) в метаноле. Элюат суши‑
ли в токе азота досуха, перерастворяли в деиони‑
зованной воде и фильтровали в виалу через мем‑
бранный шприцевой фильтр.

При определении ДМАПГФ в органах и тка‑
нях проводили эсктракцию ацетонитрилом, после 
чего отбирали аликвоту экстракта, разбавляли во‑
дой и использовали для очистки с помощью ТФЭ 
на картриджах с сорбентом С18 (200 мг), предва‑
рительно кондиционированных метанолом и водой. 
После нанесения экстракта картриджи промывали 
водой и элюировали аналит 0,5 % муравьиной кис‑
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лотой в метаноле. Элюат фильтровали в виалу че‑
рез шприцевой мембранный фильтр.

Полученные экстракты анализировали 
с  помощью ВЭЖХ—МС/МС (Shimadzu LC—
MS8050, Япония). Температура колонки была 
30℃, скорость потока составляла 0,25  мл/мин. 
Хроматографическое определение проводили 
с использованием колонки ZORBAX Eclipse Plus 
2×100 мм, 5 мкм (Agilent, США). В качестве по‑
движных фаз были выбраны 0,5 % муравьиная кис‑
лота в воде и в метаноле. MRM преходы для АУК: 
195 > 100, а для ДМАПГФ: 346 > 288.

Аналитическая методика была валидирова‑
на в соответствии с международными норматива‑
ми [11].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Фармакокинетика. По результатам исследова‑

ния было выявлено, что после внутримышечного 
введения лекарственного препарата «АНАНДИН® 
10 % раствор для инъекций» КРС и свиньям АУК 
быстро попадает в системный кровоток, время до‑
стижения максимальной концентрации — 15 мин, 
максимальная концентрация составила, в  сред‑
нем, 876 ± 235 нг/мл у КРС и 1347 ± 380 нг/мл — 
у свиней. Усредненные графики фармакокинетиче‑
ских кривых представлены на рис. 2. После вну‑

тримышечного введения лекарственного препарата 
«АНАНДИН® 10 % раствор для инъекций» КРС 
и свиньям ДМАПГФ медленнее, чем АУК попада‑
ет в системный кровоток, время достижения мак‑
симальной концентрации  — 15—30  мин, а  мак‑
симальная концентрация составила, в  среднем, 
381 ± 85 нг/мл у КРС и 448 ± 94 нг/мл — у сви‑
ней. Фармакокинетические параметры представ‑
лены в таблице 1.

Для оценки фармакокинетики АУК у  КРС 
и свиней при внутримышечном введении приме‑
нили 2‑компартментную фармакокинетическую 
модель. Успешное применение 2‑компартментной 
модели для АУК может быть объяснено высокой 
липофильностью этого вещества, что обуславли‑
вает его быстрое поступление как в органы с вы‑
соким уровнем кровоснабжения, так и в жировую 
и мышечную ткани.

Для оценки фармакокинетики ДМАПГФ у КРС 
и свиней при внутримышечном введении исполь‑
зовали 1‑компартментную фармакокинетическую 
модель. 

Успешное применение 1‑компартментной мо‑
дели для ДМАПГФ может быть объяснено тем, что 
это вещество имеет углеводную основу, менее ли‑
пофильно и менее интенсивно проникает в жиро‑
вую и мышечную ткани.
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Рис. 2. Фармакокинетические кривые АУК и ДМАПГФ у  КРС после однократного внутримышечного 
введения препарата «АНАНДИН® 10 % раствор для инъекций» в дозе 2 мг глюкаминопропилкарбакри‑

дона на кг массы животного

		  Таблица 1 
Фармакокинетические параметры АУК и ДМАПГФ у КРС и свиней после внутримышечного 

однократного введения препарата «АНАНДИН® 10 % раствор для инъекций» 
в дозе 2 мг глюкаминопропилкарбакридона на кг массы животного.

Параметр Ед.изм. ДМАПГФ 
у КРС АУК у КРС ДМАПГФ 

у свиней АУК у свиней

Tmax ч 0,61 0,28 0,32 0,20

Cmax нг/мл 381,4 876,3 448,1 1347,2

AUC0‑t нг/мл*ч 1099 1217 758 1085

AUC0-∞ нг/мл*ч 1119 1223 780 1106

AUC0‑t /AUC0-∞ — 0,98 1,00 0,97 0,98

AUMC0-∞ нг/мл*ч2 2845 1797 1201 958

t1/2β ч 1,6 1,3 1,0 0,7

MRT0-∞ ч 2,5 1,5 1,5 0,9

Среднее значение периода полувыведения АУК 
у КРС составило 1,3 ± 0,5 ч, а среднее время удер‑
жания (MRT) — 1,5 ± 0,3 ч. Среднее значение пе‑
риода полувыведения ДМАПГФ  — 1,6 ± 0,2  ч, 
а MRT — 2,5 ± 0,3 ч у КРС. Таким образом, для 
АУК и  ДМАПГФ характерна кратковременная 
циркуляция в организме КРС. Среднее значение 
периода полувыведения АУК у  свиней состави‑
ло 0,7 ± 0,3 ч, а среднее MRT — 0,9 ± 0,3 ч. Таким 
образом, у  свиней отмечена более быстрая по 
сравнению с КРС абсорбция и элиминация АУК. 
Среднее значение периода полувыведения у сви‑
ней ДМАПГФ составило 1,0 ± 0,2 ч, а среднее вре‑
мя удержания — 1,5 ± 0,2 ч. Для ДМАПГФ так же, 
как и для АУК характерна кратковременная цирку‑
ляция в организме. У свиней отмечена более бы‑
страя по сравнению с КРС элиминация ДМАПГФ.

Выведение остаточных количеств. МДУ дей‑
ствующего вещества препарата «АНАНДИН® 
10 % раствор для инъекций»  — глюкаминопро‑
пилкарбакридона, как и  его компонентов (АУК 
и ДМАПГФ) не установлены в Государственных 
нормативных актах Российской Федерации [12], 
технических регламентах и  нормативных актах 
Таможенного союза [13—15]. Поэтому в качестве 
срока ожидания для получения безопасных продук‑
тов питания следует рассматривать период, за ко‑
торый АУК и ДМАПГФ полностью выводятся из 
органов и тканей животных.

Анализ тканей КРС показал, что АУК не сохра‑
няется в тканях КРС спустя 12 и 24 ч после кур‑

са введения. ДМАПГФ выявляли через 12 ч после 
курса во всех пробах почек КРС и в 3 пробах пе‑
чени (табл. 2). Однако уже через 24 ч после введе‑
ния препарата аналит на обнаруживался во всех 
отобранных образцах.

Анализ тканей свиней показал, что АУК сохра‑
няется в печени и почках свиней КРС спустя 12 ч 
после курса введения. 

В пробах других тканей спустя 12 ч после курса 
АУК не выявляли. ДМАПГФ была выявлена толь‑
ко в почках свиней через 12 ч после введения пре‑
парата (табл. 2).

Из полученных данных видно, что выведение 
АУК и ДМАПГФ из организма КРС и свиней про‑
исходит в течение 1 суток и основной путь выведе‑
ния — почечная и печеночная экскреция. Данные 
согласуются с результатами исследования фарма‑
кокинетики, где показана быстрая элиминация ком‑
понентов действующего вещества из системного 
кровотока животных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Компоненты действующего вещества препарата 

«АНАНДИН® 10 % раствор для инъекций» актив‑
но попадают в системный кровоток КРС и свиней 
при внутримышечном введении в терапевтической 
дозе 0,02 мл/кг массы тела. Для обоих компонен‑
тов отмечена быстрая абсорбция из места инъек‑
ции, равно как и непродолжительная циркуляция 
в  организме, которая не превышала 12  ч у  КРС 
и 6 ч у свиней.
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		  Таблица 2 
Концентрация АУК и ДМАПГФ в печени и почках КРС и свиней через 12 и 24 ч после последнего 

введения препарата «АНАНДИН® 10 % раствор для инъекций» в дозе 0,02 мл/кг

Срок убоя
С АУК у свиней, мкг/кг

С ДМАПГФ 
у свиней, 

мкг/ кг

С АУК у КРС 
мкг/кг С ДМАПГФ у КРС, мкг/кг

Печень Почки Почки Печень, 
почки Печень Почки

Контроль < НПКО < НПКО < НПКО < НПКО < НПКО < НПКО

12 ч (4 живот‑
ных)

< НПКО < НПКО 11,4

< НПКО

18,6 57,9

13,0 18,8 10,8 < НПКО 22,1

< НПКО 12,3 19,7 12,9 47,0

10,5 18,3 < НПКО 13,5 38,0

24 ч (4 живот‑
ных) < НПКО < НПКО < НПКО < НПКО < НПКО < НПКО

Для получения безопасных продуктов пита‑
ния убой КРС и свиней следует осуществлять не 
раньше, чем через 1 сутки после последнего вве‑
дения препарата «АНАНДИН® 10 % раствор для 
инъекций».
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Abstract. The active ingredient of ANANDIN® 10 % injection solution is glucaminopropylcarbacridone, a com‑
plex compound consisting of N-acridoneacetic acid (AUC) and dimethylaminopropylglucofuranose (DMAPGF). 
Both components were determined in a pharmacokinetic study. The experimental results have shown that AUC 
and DMAPGF actively penetrate the systemic circulation of cattle and pigs after intramuscular administration at 
a therapeutic dose of 0.02 ml/kg of body weight, distributing throughout the body. Both components were rapid‑
ly absorbed from the injection site and circulated in the body of pigs for 6 hours and 12 hours in cattle. The pro‑
posed dosage and intramuscular route of administration of ANANDIN® 10 % injection solution ensure good ab‑
sorption and distribution of the active ingredient components in the body of cattle and pigs.
Based on the results of the analysis of samples of organs and tissues of cattle and pigs for residual content of AUC 
and DMAPGF, it has been established that in order to obtain safe food products, slaughter of cattle and pigs should 
be carried out 1 day after a course of intramuscular administration of the drug ANANDIN® 10 % injection solu‑
tion.
Keywords: dimethylaminopropylglucofuranose, N-acridoneacetic acid, pigs, cattle, pharmacokinetics, residues, 
ANANDIN® 10 % injection solution
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The drug ANANDIN® 10 % injection solution con‑
tains glucaminopropylcarbacridone as the active ingre‑
dient — 100 mg/ml. Glucaminopropylcarbacridone is 
a low-molecular-weight inducer of anti-inflammatory 
cytokines and endogenous interferons, which suppress 
viral reproduction at the intracellular level, preventing 
the infectious processes development. The drug has 
anti-inflammatory and immunomodulatory effects, in‑
creasing the functional activity of T-lymphocytes and 
macrophages and activating phagocytosis, which is pri‑
marily necessary for the treatment of viral infections 
and complications after illnesses by strengthening the 
body’s immune defenses [1].

Glucaminopropylcarbacridone is a complex com‑
pound consisting of two components: N-acridoneacetic 
acid (AUC) and 3‑O(N, N-dimethylamino-n-propyl)-
1,2:5,6‑di-O-isopropylidene-αD-glucofuranose (dime‑
thylaminopropylglucofuranose, DMAPGF). 

The structural formulas of the components are 
shown in Fig. 1.

The drug ANANDIN® is one of the most promis‑
ing and safe low-molecular immunomodulators, as it 
generally does not cause allergic side effects. It exhibits 
targeted antiviral, immunomodulatory and anti-inflam‑
matory effects by stimulating the production of endog‑
enous interferons and anti-inflammatory cytokines, as 
well as activating T and B lymphocytes, macrophages 
and NK cells [2]. The research literature reports the ef‑
fect of the drug ANANDIN® on some indicators char‑
acterizing cellular and humoral factors of innate and 
adaptive immunity in sows during various periods of 
gestation and lactation [3]. Its positive effect on cel‑
lular factors of innate (activity of oxygen-dependent 
and oxygen-independent bactericidal systems of neu‑
trophils in the lysosomal cation test and the nitroblue 
tetrazolium reduction test) and adaptive immunity (pro‑

duction of lymphokines in the leukocyte migration in‑
hibition reaction) of calves was revealed [4]. The use of 
ANANDIN® in piglets contributed to the improvement 
of their morphological and biochemical blood indica‑
tors: the erythrocyte (RBC) count, leukocyte (WBC) 
count, ESR, hemoglobin, total protein, bilirubin and 
sodium, [5] and indicators characterizing cellular fac‑
tors of adaptive and innate immunity [6]. Its high effi‑
cacy in the prevention of respiratory and gastrointes‑
tinal diseases in calves and piglets during critical pe‑
riods of life when there is a risk of infection outbreak 
has been proven [7, 8]. It has been shown that the use 
of the drug ANANDIN® in calves before primary vac‑
cination or revaccination led to an improvement in the 
quality of vaccination, stimulation of the immune re‑
sponse and the production of higher titers of antibodies 
to the viruses of infectious rhinotracheitis, viral diar‑
rhea and parainfluenza, even in weakened animals [9].

Currently, endogenous interferon inducers con‑
taining various salts of acridonacetic acid as active in‑
gredients, such as NEOVIR® and CYCLOFERON®, 
are used in medicine. However, the uniqueness of 
ANANDIN® lies in the fact that, thanks to the salts 
of acridonacetic acid with monosubstituted esters of 
monosaccharides included in its composition, it was 
possible to achieve high stability, a unique ability to 
dissolve in both hydrophilic and hydrophobic environ‑
ments, and high bioavailability. Salts of acridonacetic 
acids with monosubstituted esters of monosaccharides 
are salts formed by weak acids and weak bases, very 
little dissociated in aqueous solutions and forming 
stable ion pairs in alcohols and low-polarity solvents. 
Additional hydrogen bonds are formed between the 
cation and anion, which stabilizes the compound mol‑
ecule, and the electrostatic charges of these substanc‑
es are largely shielded by hydrophobic groups [10].

	 	  
	 A	 B

Fig. 1. Molecular structure of acridonacetic acid (A) and dimethylaminopropylglucofuranose (B) [1]

Despite numerous studies of the therapeutic effi‑
cacy of the drug ANANDIN®, we have found no in‑
formation in the available literature on the pharmaco‑
kinetics and elimination times of N-acridonacetic acid 
and dimethylaminopropylglucofuranose, which are 
part of the drug, in farm animals, which is undoubt‑
edly a pressing issue.

MATERIAL AND METHODS
Animals. The study included six 2—3‑month-

old Kholmogory calves weighing 70—90 kg to study 
pharmacokinetics, and ten calves to study the dynam‑
ics of excretion/elimination of residual active ingredi‑
ents from the animals’ organs and tissues. The animals 

were fed (morning and evening) on an age-appropri‑
ate diet consisting of 1.0 kg of mixed grass hay, 0.2 kg 
of compound feed and 3.0 L of whole milk replacer. 
The access to water was unrestricted. The room tem‑
perature was 16—27 °C and the relative humidity was 
45—70 %. To study the pharmacokinetics in pigs, six 
Landrace/Duroc piglets aged 2—3 months weighing 
22—35 kg and ten piglets were used to study the dy‑
namics of the elimination of residual amounts of the 
active ingredients of the drug from the organs and tis‑
sues of the animals. The animals were fed a diet ap‑
propriate for their age and including compound feed 
for SPK‑5 pigs. The artificial lighting was used in the 
room. The access to water was unrestricted. The room 
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temperature was between 16—27 °C, and the relative 
humidity was 45—70 %.

Study design. To study the pharmacokinetics in 
cattle and pigs, the drug was administered intramus‑
cularly once at a dose of 2 mg of glucaminopropyl‑
carbacridone per kg of animal weight. Blood samples 
were taken from the animals before drug administra‑
tion and in 15, 30, 45 min; 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 
24, 48, 72 h after administration. Plasma was obtained 
from the collected blood.

To study the elimination dynamics of residual ac‑
tive substance in cattle and pigs, the drug was admin‑
istered twice intramuscularly, with the interval of 48 
hours, at a dose of 2 mg of glucaminopropylcarbacri‑
done per kg of body weight. Muscle and adipose tis‑
sue, liver and kidney samples were collected before 
the administration and 12 and 24 h after the final ad‑
ministration.

The samples were homogenized, frozen at –20 °C 
and stored frozen until analysis.

Standard samples. Standard samples of dimethyl‑
aminopropyl glucofuranose with a 99.6 % assay con‑
tent (SKTB Technolog, Russia) and 9‑oxo‑10(9H)-acri‑
doneacetic acid with a minimum assay content of 98 % 
(TRC, Canada) were used for the study. Standard sam‑
ples were dissolved in methanol to a concentration of 
1 mg/ml.

Determination methodology. Matrix calibration 
samples of blood plasma, liver, kidneys, adipose tis‑
sue and muscle tissue from pigs and cattle were used in 
the study. The linearity range for the AUC determina‑
tion in blood plasma was 5 to 500 ng/mL, and for the 
DMAPGF — 5 to 200 ng/ml. For organs and tissues, 
the linearity range for both analytes was 10 to 500 ng/g.

To determine the analytes in animal blood plasma, 
extraction was performed with chilled acetonitrile (an‑
alytical grade). The resulting extract was diluted with 
0.5 % formic acid (analytical grade) in water and puri‑
fied using C18 sorbent cartridges (200 mg, Biocomma, 
China), pre-treated with methanol (HPLC grade) and 
0.5 % formic acid. 

After applying the extract, the cartridges were 
rinsed with 0.5 % formic acid in water, and the an‑
alytes were eluted with 0.5 % formic acid in metha‑
nol. The eluate was concentrated by evaporation and 
filtered into a vial through a PTFE membrane filter.

When determining AUC in animal organs and tis‑
sues, extraction was performed with 6 M hydrochloric 
acid (r. g.) in a water bath at 95 °C for 1.5 h. The re‑
sulting extract was purified with hexane (r. g.). 

This was followed by dual liquid-liquid extraction 
with methyl tert-butyl ether (r. g.), the resulting extracts 

were evaporated to dryness, and the resulting residue 
was redissolved in 0.1 M hydrochloric acid. 

The extract was then purified again with hexane. 
The resulting extract was used for solid-phase ex‑
traction (SPE) on cartridges with MCX sorbent (60 mg, 
Biocomma, China), pre-conditioned with methanol and 
0.1 M hydrochloric acid solution. 

After applying the extract, the cartridge was 
washed with 0.1 M hydrochloric acid, and the an‑
alytes were eluted with 0.5 % ammonia (analytical 
grade) in methanol. 

The eluate was dried to dryness under a stream of 
nitrogen, redissolved in deionized water and filtered 
into a vial through a membrane syringe filter.

To determine DMAPGF in organs and tissues, ex‑
traction was performed with acetonitrile. An aliquot of 
the extract was then collected, diluted with water, and 
used for SPE purification using C18 sorbent cartridg‑
es (200 mg), pre-conditioned with methanol and water. 
After applying the extract, the cartridges were rinsed 
with water, and the analyte was eluted with 0.5 % for‑
mic acid in methanol. The eluate was filtered into a vial 
through a syringe membrane filter.

The resulting extracts were analyzed by HPLC—
MS/MS (Shimadzu LC—MS8050, Japan). The col‑
umn temperature was 30 °C, and the flow rate was 
0.25 ml/min. Chromatographic determination was per‑
formed using a ZORBAX Eclipse Plus 2×100 mm, 
5 μm column (Agilent, USA). 0.5 % formic acid in 
water and methanol were chosen as mobile phases. 
MRM transitions for AUC  — 195 > 100, and for 
DMAPGF — 346 > 288.

The analytical method was validated in accordance 
with international standards [11].

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
Pharmacokinetics. The study revealed that after 

intramuscular administration of the drug ANANDIN® 
10 % injection solution to cattle and pigs, AUC rap‑
idly enters the systemic circulation. The time to reach 
maximum concentration was 15 minutes. The maxi‑
mum concentration averaged 876 ± 235 ng/ml in cat‑
tle and 1347 ± 380 ng/ml in pigs. 

The average pharmacokinetic curves are presented 
in Fig. 2. Following intramuscular administration of 
the drug ANANDIN® 10 % injection solution to cat‑
tle and pigs, DMAPGF enters the systemic circulation 
more slowly than AUC, with the time to reach max‑
imum concentration being 15—30 min. The average 
maximum concentration was 381 ± 85 ng/ml in cattle 
and 448 ± 94 ng/ml in pigs. Pharmacokinetic param‑
eters are presented in Table 1.
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Fig. 2. AUC and DMAPGF pharmacokinetic curves in cattle after a single intramuscular administration of the 
drug ANANDIN® 10 % injection solution at a dose of 2 mg of glucaminopropylcarbacridone/kg of animal body 

weight

		  Table 1 
AUC and DMAPGF pharmacokinetic parameters in cattle and pigs after a single intramuscular administration of the 
drug ANANDIN® 10 % injection solution at a dose of 2 mg of glucaminopropylcarbacridone/kg of animal body weight

Parameter U of m. DMAPGF in 
cattle AUC in cattle DMAPGF in pigs AUC in pigs

Tmax h 0.61 0.28 0.32 0.20

Cmax ng/ml 381.4 876.3 448.1 1347.2

AUC0‑t ng/ml*h 1099 1217 758 1085

AUC0-∞ ng/ml*h 1119 1223 780 1106

AUC0‑t /AUC0-∞ — 0.98 1.00 0.97 0.98

AUMC0-∞ ng/ml*h2 2845 1797 1201 958

t1/2β h 1.6 1.3 1.0 0.7

MRT 0-∞ h 2.5 1.5 1.5 0.9

A two-compartment pharmacokinetic model was 
used to assess the pharmacokinetics of AUC in cattle 
and pigs following intramuscular administration. The 
successful application of the two-compartment mod‑
el for AUC can be explained by the high lipophilici‑
ty of this substance, which results in its rapid uptake 

into both highly perfused organs and adipose and mus‑
cle tissue.

A single-compartment pharmacokinetic model was 
used to assess the pharmacokinetics of DMAPGF in 
cattle and pigs following intramuscular administra‑
tion. The successful application of the single-com‑
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partment model for DMAPGF can be explained by 
the fact that this substance has a carbohydrate base, is 
less lipophilic, and penetrates adipose and muscle tis‑
sue less intensively.

The mean AUC half-life in cattle was 1.3 ± 0.5 
h, and the mean residence time (MRT) was 1.5 ± 0.3 
h. The mean DMAPGF half-life was 1.6 ± 0.2 h, and 
the MRT was 2.5 ± 0.3 h in cattle. Thus, AUC and 
DMAPGF are characterized by short-term circulation 
in the body of cattle. 

The mean AUC half-life in pigs was 0.7 ± 0.3 h, 
and the mean MRT was 0.9 ± 0.3 h. Thus, pigs showed 
faster absorption and elimination of AUC, compared 
to cattle. 

The mean half-life of DMAPGF in pigs was 
1.0 ± 0.2 h, and the mean residence time was 1.5 ± 0.2 
h. DMAPGF, like AUC, is characterized by short-term 
circulation in the body. Pigs have been shown to elim‑
inate DMAPGF more rapidly than cattle.

Excretion/elimination of residue quantities. MRLs 
for the active ingredient of the drug ANANDIN® 

10 % Injection Solution, glucaminopropylcarbacrid‑
one, as well as its components (AUC and DMAPGF), 
are not established in state regulations of the Russian 
Federation [12], technical regulations or regulations of 
the Customs Union [13—15]. Therefore, the waiting 
period for obtaining safe food products should be con‑
sidered the period during which AUC and DMAPGF 
are completely eliminated from animal organs and tis‑
sues.

The analysis of cattle tissues showed that AUC was 
not retained in cattle tissues 12 and 24 h after adminis‑
tration. DMAPGF was detected 12 h after administra‑
tion in all cattle kidney samples and in three liver sam‑
ples (Table 2). However, 24 h after administration, the 
analyte was no longer detectable in any of the samples.

The analysis of pig tissues showed that AUC was 
retained in the liver and kidneys of cattle and pigs 12 
h after administration. No AUC was detected in oth‑
er tissue samples 12 h after administration. DMAPGF 
was detected only in pig kidneys 12 h after adminis‑
tration (Table 2).

		  Table 2 
Concentration of AUC and DMAPGF in the liver and kidneys of cattle and pigs 12 and 24 h after the 

last administration of the drug ANANDIN® 10 % injection solution at a dose of 0.02 ml/kg

Slaughter 
period

AUC in pigs, µg/kg DMAPGF in 
pigs, µg/kg

AUC in cattle, 
µg/kg DMAPGF in cattle, µg/kg

Liver Kidneys Kidneys Liver, kidneys Liver Kidneys

Control < LLQ < LLQ < LLQ < LLQ < LLQ < LLQ

12 h
(4 animals)

< LLQ < LLQ 11.4

< LLQ

18.6 57.9

13.0 18.8 10.8 < LLQ 22.1

< LLQ 12.3 19.7 12.9 47.0

10.5 18.3 < LLQ 13.5 38.0

24 h
(4 animals) < LLQ < LLQ < LLQ < LLQ < LLQ < LLQ

The data obtained demonstrate that AUC and 
DMAPGF are eliminated from cattle and pigs within 
24 hours, with renal and hepatic excretion being the 
primary routes of elimination. These data are consis‑
tent with the results of a pharmacokinetic study, which 
demonstrated rapid elimination of the active substance 
components from the animals’ systemic circulation.

CONCLUSION
The active substance components of the drug 

ANANDIN® 10 % injection solution readily enter 

the systemic circulation of cattle and pigs when ad‑
ministered intramuscularly at a therapeutic dose of 
0.02 ml/kg of body weight. 

Both components were rapidly absorbed from 
the injection site, as well as had short circulation 
in the body, not exceeding 12 h in cattle and 6 h  
in pigs.

To obtain safe food products, slaughter of cattle 
and pigs should be carried out no earlier than 1 day 
after the last administration of the drug ANANDIN® 
10 % injection solution.
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ОЦЕНКА АЛЛЕРГЕННЫХ СВОЙСТВ ЛИПОСОМАЛЬНОЙ 
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Аннотация. В статье представлены результаты исследования аллергенных свойств липосомальной фор‑
мы гентамицина сульфата на лабораторных животных. В качестве тест-моделей для постановки коньюнк‑
тивальной пробы и реакции активной кожной анафилаксии были выбраны морские свинки, для реакции 
гиперчувствительности замедленного типа — белые мыши. Установлено отсутствие негативных эффек‑
тов на конъюнктиву глаз животных при использовании нативного препарата. Анафилактогенного эффек‑
та не выявлено при сенсибилизации низкими дозами (71,3 мг/кг). При этом аллергизирующие свойства 
проявлялись при введении препарата в дозе 712,7 мг/кг, на что указывает статистически значимое увели‑
чения эозинофилов крови у животных опытной группы в сравнении с контролем (19,0 ± 2,0 и 5,0 ± 1,0 при 
р < 0,004), а так же разница индекса реакций при постановке ГЗТ (7,3 ± 1,5 и 3,2 ± 0,4 % при р < 0,0001). 
Такие показатели могут свидетельствовать о возможности возникновения аллергической реакции при ис‑
пользовании высоких доз препарата и возможности развития гиперчувствительности IV типа, что необ‑
ходимо учитывать в клинической практике.
Ключевые слова: липосомы, гентамицин, аллергизирующее действие, лабораторные мыши, морские свинки.
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Цель исследований: изучить возможность 
проявления аллергизирующего эффекта при при‑
менении липосомальной формы гентамицина суль‑
фата на лабораторных животных.

Актуальным направлением в фармакологии яв‑
ляется поиск средств и методов таргетной достав‑
ки лекарств. В настоящее время одним из самых 
перспективных приёмов является использование 
липосом [1]. 

Наноносители впервые описаны в 1960‑х го‑
дах Бенгамом и представляют собой липидные ве‑
зикулы, состоящие из одного или нескольких би‑
слоёв, образующихся в результате эмульгирования 
природных или синтетических липидов в водной 
среде [2]. Структурная универсальность, коллоид‑
ная стабильность липосом делает их максимально 
подходящими переносчиками для лекарств и био‑

активных молекул [3]. Наночастицы могут изби‑
рательно доставлять необходимые вещества в по‑
ражённый участок с помощью пассивного или ак‑
тивного транспорта, тем самым снижая системные 
побочные эффекты, повышая максимально пере‑
носимую дозу и улучшая терапевтический эффект 
[4]. Образуя резервуар, они обеспечивают пролон‑
гированное высвобождение лекарственного сред‑
ства по мере естественного разрушения мембраны 
везикулы-переносчика [5]. Неоспоримым преиму‑
ществом липосом является иммунологическая ней‑
тральность, что позволяет повысить профиль без‑
опасности таких препаратов [2]. Липосомальные 
лекарственные средства довольно успешно приме‑
няются в клинической практике для лечения цело‑
го ряда заболеваний, как в гуманной медицине, так 
и в ветеринарии [6].

Любые вновь разработанные препараты нужда‑
ются в максимально полной оценке не только их 
эффективности, но и безопасности. Изучение ал‑
лергизирующего действия является обязательным 
этапом доклинического исследования и позволя‑
ют предельно снизить число осложнений лекар‑
ственной этиологии при клиническом использова‑
нии. Под аллергенностью понимают способность 
веществ вызывать состояние повышенной чув‑
ствительности, в основе которого лежат иммуно‑
патологические механизмы различного типа: ана‑
филактический, цитотоксический; аллергические 
реакции, связанные с  образованием иммунных 
комплексов и  активацией комплемента; клеточ‑
ный тип (реакция сенсибилизированных лимфо‑
цитов). Аллергические реакции, развивающиеся, 
как по «немедленному», так и по «замедленному» 
типу, и являются отягощающим фактором лекар‑
ственной терапии, негативно сказываются на здо‑
ровье пациента [7, 8].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследовательская работа была выполнена 
в  условиях вивария ФГБНУ «ВНИВИПФиТ» на 
морских свинках и  конвенциональных нелиней‑
ных белых лабораторных мышах, содержавших‑
ся в  стандартных условиях вивария в  соответ‑
ствии с правилами лабораторной практики, при‑
меняемыми на территории Российской Федерации 
(ETS123, Strasbourg, 1986; Директива 2010/63/EU 
от 22.09.2010 г; ГОСТ 33216—2014, ГОСТ 33215—
2014). Организация экспериментальной работы со‑
ответствовала требованиям Директивы 2010/63/ЕU 
Европейского Парламента и Совета Европейского 
Союза от 22 сентября 2010 года по охране живот‑
ных, используемых в научных целях и была одоб‑
рена биоэтической комиссией института.

Изучение возможного аллергизирующего дей‑
ствия проведено в три этапа. Первый этап вклю‑
чал изучение аллергизирующего действия препа‑
рата на конъюнктиву (коньюнктивальная проба — 
КП). В качестве животных-моделей использовали 
9 морских свинок (n = 3) массой 600—800 г, кото‑
рых сенсибилизировали введением липосомальной 
формы гентамицина сульфата: 1‑й день подкожно, 2 
и 3‑й — внутримышечно в дозе 1/10 ЛД50 (712,7 мг/
кг) и 1/100 ЛД50 (71,3 мг/кг) опытным группам 1 и 2, 
соответственно. Группа контроля препарат не по‑
лучала. Для контроля реакции при постановке КП 
через 20 дней после последней инъекции липосо‑
мальной формы гентамицина сульфата под верх‑

нее веко левого глаза вводили 1 каплю препарата, 
а правого глаза — 1 каплю воды. Эффект учиты‑
вали через 15 минут (быстрая реакция) и через 24 
и 48 часов (гиперчувствительность замедленного 
типа), при этом оценивали кровенаполнение конъ‑
юнктивы, наличие выделений, состояние рогови‑
цы и век в баллах [9, 10].

Второй этап включал постановку реакции ак‑
тивной кожной анафилаксии (АКА) с подсчетом 
эозинофилов в цельной крови на 9 морских свин‑
ках (n = 3) массой 700—900  г, сенсибилизацию 
животных проводили аналогично с  первым эта‑
пом исследования [10, 11]. Для учёта реакции АКА 
в качестве тест-концентрации липосомальной фор‑
мы гентамицина сульфата выбран нативный пре‑
парат, так как его применение не вызывало нега‑
тивной ответной реакции при предварительном 
изучении. На 21‑й день у животных из полостей 
сердца отбирали пробы крови в пробирки с гепа‑
рином (IMPROVACUTER®, Китай), для подсчета 
эозинофилов. Мазок крови готовили по стандарт‑
ной методике, используя краситель азур-эозин по 
Романовскому — Гимзе. Процедуру дифференци‑
ровки лейкоцитов осуществляли в выборке из 100 
клеток с  помощью микроскопа (Микромед 3U3, 
Китай) с камерой (Toupcam U3ISPM, Китай) и ре‑
гистрировалась счетчиком лейкоцитарной форму‑
лы [12]. В  последующем проводили внутрикож‑
ные инъекции препарата (правый бок) по 0,05 мл. 
Левый бок (контроль реактивности кожи) — вну‑
трикожно по 0,05 мл стерильного изотонического 
раствора натрия хлорида. Через 20  минут после 
внутрикожной инъекции морским свинкам вводи‑
ли внутрибрюшинно по 1 мл свежеприготовленно‑
го 1 % раствора синего Эванса [13]. Разрешающие 
инъекции препарата и раствора Эванса применяли 
и животным контрольной группы. Спустя 30 ми‑
нут морских свинок выводили из опыта, используя 
СО2‑камеру, отделяли лоскут кожи для измерения 
диаметра окрашенных областей в двух перпенди‑
кулярных направлениях.

Третий этап включал постановку реакции ги‑
перчувствительности замедленного типа (ГЗТ) на 
18 белых конвенциональных нелинейных белых 
лабораторных мышах обоего пола (n = 6) 24—26 г. 
Всех мышей однократно иммунизировали внутри‑
брюшинным введением 2 % суспензии эритроци‑
тов барана (ЭБ) на физиологическом растворе по 
0,5 мл. Сразу после этого мышам 1 группы прово‑
дили внутримышечные инъекции изучаемого пре‑
парата в дозе 1/10 от ЛД50 (712,7 мг/кг), а 2 груп‑
пе — в дозе 1/100 от ЛД50 (71,3 мг/кг). Мыши 3 груп‑
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пы служили контролем, и препарат не получали. 
Через 96  ч после сенсибилизации, в  подушечку 
правой задней лапы (под подошвенный апоневроз) 
вводили разрешающую дозу антигена — 0,05 мл 
4 % суспензии ЭБ. В контрольную левую лапу — 
физиологический раствор. Формирование реакции 
ГЗТ оценивали через 24 часа после разрешающей 
инъекции по степени изменения массы лапы (пра‑
вой) по сравнению с позитивно-контрольной (ле‑
вой) задней лапой того же животного. Животных 
выводили из опыта в СО2‑камере, отделяли лапы 
выше пяточного сустава и взвешивали на микро‑
аналитических весах (Acculab ALC‑210d4, США). 
Индекс реакции подсчитывали в процентах приро‑
ста массы лапы, в которую вводили препарат (Мо), 
по отношению к массе контрольной лапы (Мк) по 
формуле [(Мо – Мк) / Мк]*100 [9, 10].

Статистическую обработку полученных дан‑
ных проводили с помощью компьютерного пакета 
программ Statistica, версия v10. Рассчитывали сред‑

1  Справочник. Физиологические, биохимические и биометрические показатели нормы экспериментальных 
животных / Под редакцией: Макарова В. Г., Макаровой М. Н. СПБ.: Изд-во «ЛЕМА», 2013. — 116 с.

нюю арифметическую (М) и стандартное отклоне‑
ние (SD), достоверность различия между выборка‑
ми (p) оценивали с помощью t-критерия Cтьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И ОБСУЖДЕНИЯ

Данные визуальной оценки возможного аллер‑
гизирующего действия липосомальной формы ген‑
тамицина сульфата при постановке КП на морских 
свинках приведены в таблице 1. Установлено отсут‑
ствие негативных эффектов на конъюнктиву глаз 
животных. Изучение анафилактогенного эффек‑
та исследуемого средства в реакции АКА на мор‑
ских свинках не указывает на развитие аллергии, 
что подтверждается отсутствием статистически 
значимых отличий, как между группами, так и ме‑
жду диаметрами пятен у животных одной группы 
при внутрикожной инъекции липосомальной фор‑
мы гентамицина сульфата и стерильного изотони‑
ческого раствора натрия хлорида (табл. 2).

		  Таблица 1 
Влияние липосомальной формы гентамицина сульфата на конъюнктиву 

глаз морских свинок при постановке КП, балл

Наименование группы
Средний балл выраженности изменений конъюнктивы и роговицы

Через 15 мин Через 24 ч Через 48 ч

Группа 1 0 0 0

Группа 2 0 0 0

Группа 3 0 0 0

		  Таблица 2 
Проявление аллергической реакции при постановке АКА на морских свинках

Наименование группы
Диаметр пятен при наличии реакции, см

Изучаемый препарат 0,9 % раствор NaCl

Группа 1 1,0 ± 1,0 1,33 ± 0,58

Группа 2 1,0 ± 0,0 1,33 ± 0,58

Группа 3 1,0 ± 0,71 1,33 ± 0,5

При анализе морфологических данных не выяв‑
лено статистически достоверного изменения пока‑
зателей количественного содержания эозинофилов 
в крови у животных контрольной группы и груп‑

пы  2, данные укладываются в  физиологические 
нормы для морских свинок1 (рис. 1). У подопыт‑
ных животных, получавших самую высокую дозу 
препарата, установлено статистически значимое 

повышение эозинофилов в сравнении с контролем 
(р < 0,004), несмотря на отсутствие проявлений 
в реакции АКА в данной группе [12]. Результаты из‑
учения аллергизирующего эффекта в реакции ГЗТ 
на мышах указывают на отсутствие негативного 
проявления при использовании изучаемого веще‑
ства в дозе 1/100 ЛД50, так как разница индексов ре‑
акции (ИР) между опытной и контрольной группой 
составила 4,0 ± 1,4 и 3,2 ± 0,4 %, соответственно 
(табл. 3). При этом ИР у животных, которым приме‑
няли липосомальную форму гентамицина сульфата 

в дозе 1/10 ЛД50 выше с достоверностью р < 0,0001 
и составляет 7,3 ± 1,5 %. Такой показатель может 
свидетельствовать о возможности возникновения 
аллергической реакции при использовании высо‑
ких доз препарата и возможности развития гипер‑
чувствительности IV типа, что необходимо учи‑
тывать в клинической практике. Предыдущие ис‑
следования аллергизирующих свойств препаратов, 
в состав которых входит гентамицина сульфат, под‑
тверждают полученные данные, особенно при те‑
стировании высоких доз [14, 15].

Рис. 1. Количество эозинофилов в крови морских свинок после сенсибилизации липосомальной формой 
гентамицина сульфата

		  Таблица 3 
Масса лап и индекс реакции ГЗТ у мышей при введении липосомальной формы гентамицина сульфата

Наименование группы Масса левой лапы, г Масса правой лапы, г Индекс реакции, %

Группа 1 0,1562 ± 0,0133 0,1675 ± 0,014 7,3 ± 1,5*

Группа 2 0,1613 ± 0,0044 0,1677 ± 0,0058 4,0 ± 1,4

Группа 3 0,1511 ± 0,0123 0,1561 ± 0,0127 3,2 ± 0,4

	 *	р < 0,0001
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исходя из полученных данных, можно заклю‑

чить, что липосомальная формы гентамицина суль‑
фата в низких дозах не обладает выраженными ал‑
лергизирующими свойствами при однократном 
и  многократном применении. При этом высокие 
дозы изучаемого препарата могут оказывать сен‑
сибилизирующий эффект и приводить к развитию 
аллергической реакции.
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ASSESSMENT OF ALLERGENIC PROPERTIES OF THE 
LIPOSOMAL FORMULATION OF GENTAMYCIN SULFATE 

IN THE FRAMEWORK OF PRE-CLINICAL STUDIES

Natalya Aleksandrovna Grigoryeva✉, Nina Alekseevna Khokhlova, 
Anastasiya Andreevna Korchagina, Yuliya Alekseevna Chaplygina, 
Artem Valeryevich Nekrasov, Tatyana Igorevna Ermakova, Galina Nikolaevna Bliznetsova

All-Russian Veterinary Research Institute of Pathology, Pharmacology 
and Therapy, Voronezh, Russia, gna_91@bk.ru✉

Abstract. This article presents the results of a study of allergenic properties of the liposomal formulation of gen‑
tamicin sulfate in laboratory animals. Guinea pigs were used as test models for the conjunctival allergen provo‑
cation test and active cutaneous anaphylaxis reaction, and white mice were used for the delayed-type hypersen‑
sitivity reaction. No adverse effects on the conjunctiva of the animals’ eyes were observed with the native formu‑
lation. No anaphylactogenic effect was observed with low doses (71.3 mg/kg). Allergenic properties were observed 
at a dose of 712.7 mg/kg, as indicated by a statistically significant increase in blood eosinophils in the animals in 
the experimental group, compared to the control group (19.0 ± 2.0 vs. 5.0 ± 1.0 at p < 0.004), as well as a differ‑
ence in the reaction index when administering HRT (7.3 ± 1.5 % vs. 3.2 ± 0.4 % at p < 0.0001). These values may 
indicate the potential for an allergic reaction with high doses of the drug and the development of type IV hyper‑
sensitivity, which should be considered in clinical practice.
Keywords: liposomes, gentamicin, allergenic effect, laboratory mice, guinea pigs.
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Research objective was to study the potential for 
an allergic reaction with liposomal gentamicin sulfate 
on laboratory animals.

A current trend in pharmacology is the search for 
targeted drug delivery methods. Currently, one of the 
most promising approaches is the use of liposomes [1]. 

Nanocarriers have been first described by Benham 
in the 1960s, and they are lipid vesicles consisting of 
one or more bilayers formed by emulsification of nat‑
ural or synthetic lipids in an aqueous medium [2]. The 
structural versatility and colloidal stability of lipo‑
somes make them ideal carriers for drugs and bioac‑
tive molecules [3]. Nanoparticles can selectively de‑
liver the necessary substances to the affected area via 
passive or active transport, thereby reducing systemic 
side effects, increasing the maximum tolerable dose, 
and improving the therapeutic effect [4]. By forming 
a reservoir, they provide prolonged release of the drug 
as the carrier vesicle membrane naturally degrades [5]. 
An undeniable advantage of liposomes is their immu‑

nological neutrality, which helps improve the safety 
profile of such drugs [2]. Liposomal drugs are success‑
fully used in clinical practice to treat a wide range of 
diseases, both in human and veterinary medicine [6].

All newly designed drugs require the most com‑
prehensive assessment possible, not only of their ef‑
ficacy but also of their safety. Studying the allergenic 
effect is a mandatory step in preclinical research and 
helps minimize the incidence of drug-related compli‑
cations during clinical use. Allergenicity is defined as 
the ability of substances to induce a hypersensitivi‑
ty state, which is based on various types of immuno‑
pathological mechanisms: anaphylactic and cytotox‑
ic; allergic reactions associated with the formation of 
immune complexes and complement activation; and 
cellular reactions (the reaction of sensibilized lym‑
phocytes). Allergic reactions, developing in both im‑
mediate and delayed types, are an aggravating fac‑
tor in drug therapy and negatively affect the patient’s 
health [7, 8].
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MATERIAL AND METHODS
The study was conducted at the vivarium of the 

FSBSI “ARVRIPP&T” using guinea pigs and con‑
ventional nonlinear white laboratory mice kept un‑
der standard vivarium conditions in accordance with 
the rules of laboratory practice applied in the territory 
of the Russian Federation (ETS123, Strasbourg, 1986; 
Directive 2010/63/EU dtd. September 22, 2010; GOST 
33216—2014, GOST 33215—2014). The experimen‑
tal design complied with the Directive 2010/63/EU 
of the European Parliament and of the Council of the 
European Union dtd. September 22, 2010, on the pro‑
tection of animals used for scientific purposes and was 
approved by the Bioethics Committee of the Institute.

The study of a possible allergenic effect was con‑
ducted in three stages. The first stage included a study 
of the allergenic effect of the drug on the conjunctiva 
(conjunctival allergen provocation test — CAPT). Nine 
guinea pigs (n = 3) weighing 600—800 g were used as 
animal models. They were sensibilized by the adminis‑
tration of a liposomal form of gentamicin sulfate: sub‑
cutaneously on day 1, intramuscularly on days 2 and 3 
at a dose of 1/10 LD50 (712.7 mg/kg) and 1/100 LD50 
(71.3 mg/kg) to experimental groups 1 and 2, respec‑
tively. The control group did not receive the drug. To 
monitor the reaction when setting the CAPT, 20 days 
after the last injection of the liposomal form of genta‑
micin sulfate, 1 drop of the drug was administered un‑
der the upper eyelid of the left eye, and 1 drop of water 
in the right eye. The effect was assessed in 15 minutes 
(rapid reaction) and in 24 and 48 hours (delayed hy‑
persensitivity), with conjunctival perfusion, discharge, 
and corneal and eyelid condition assessed using a scor‑
ing system [9, 10].

The second stage involved conducting an active 
cutaneous anaphylaxis (ACA) test with whole blood 
eosinophil counts in nine guinea pigs (n = 3) weigh‑
ing 700—900 g. The animals were sensibilized in the 
same manner as in the first stage of the study [10, 11]. 
To assess the ACA reaction, the native liposomal gen‑
tamicin sulfate formulation was selected as the test con‑
centration, as its use did not cause an adverse reaction 
in a preliminary study. On day 21, blood samples were 
collected from the animals’ hearts into heparin-contain‑
ing tubes (IMPROVACUTER®, China) to count eosin‑
ophils. A blood smear was prepared according to the 
standard method using the azure-eosin dye according to 
Romanowsky — Giemsa. The leukocyte differentiation 
procedure was performed in a sample of 100 cells using 
a microscope (Micromed 3U3, China) with a camera 
(Toupcam U3ISPM, China) and recorded with a leuko‑
cyte differential counter [12]. Subsequently, intrader‑

mal injections of the drug (right side) of 0.05 ml were 
performed. The left side (skin reactivity control) — in‑
tradermally 0.05 ml of sterile isotonic sodium chloride 
solution. Twenty (20) minutes after the intradermal in‑
jection, guinea pigs were injected intraperitoneally with 
1 ml of freshly prepared 1 % Evans blue solution [13]. 
Permissive injections of the drug and Evans solution 
were also used in the animals of the control group. In 
30 minutes, the guinea pigs were removed from the ex‑
periment using a CO2 chamber, and a skin flap was re‑
moved to measure the diameter of the stained areas in 
two perpendicular directions.

The third stage included the development of a de‑
layed-type hypersensitivity (DTH) reaction in 18 white 
conventional nonlinear white laboratory mice of both 
sexes (n = 6) aged 24—26 g. All mice were immunized 
once by intraperitoneal administration of a 2 % suspen‑
sion of sheep erythrocytes (SE) in physiological saline 
at 0.5 ml. Immediately after this, the mice of group 1 
were given intramuscular injections of the study drug 
at a dose of 1/10 of LD50 (712.7 mg/kg), and those of 
group 2 — at a dose of 1/100 of LD50 (71.3 mg/kg). 
The mice of group 3 served as a control and did not re‑
ceive the drug. Ninety-six (96) hours after sensibiliza‑
tion, a resolving dose of the antigen (0.05 ml of 4 % SE 
suspension) was administered into the pad of the right 
hind paw (under the plantar aponeurosis). The control 
left paw was injected with saline. The development 
of the DTH response was assessed 24 hours after the 
challenge injection based on the change in (right) paw 
weight, compared to the positive control (left) hind paw 
of the same animal. The animals were removed from 
the experiment in a CO2 chamber, their paws were re‑
moved above the heel joint and weighed on a microan‑
alytical balance (Acculab ALC‑210d4, USA). The re‑
sponse index was calculated as a percentage increase 
in the weight of the paw injected with the drug (Wex) 
relative to the weight of the control paw (Wc) using the 
formula [(Wex — Wc) / Wc] * 100 [9, 10].

Statistical processing of the obtained data was per‑
formed using the Statistica software package, version 
v10. The arithmetic mean (M) and standard devia‑
tion (SD) were calculated, and the significance of dif‑
ferences between samples (p) was assessed using the 
Student’s t-test.

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
Visual assessment of the data on the potential aller‑

genic effect of the liposomal formulation of gentamicin 
sulfate administered to guinea pigs during the CAPT 
administration are presented in Table 1. No adverse ef‑
fects on the conjunctiva of the animals’ eyes were found.

		  Table 1 
Effect of the liposomal formulation of gentamycin sulfate on the conjunctiva 

of guinea pigs during the CAPT administration, points

Group name
Average severity score of changes in the conjunctiva and cornea

In 15 min In 24 h In 48 h

Group 1 0 0 0

Group 2 0 0 0

Group 3 0 0 0

1   Handbook. Physiological, biochemical and biometric indicators of the norm in experimental animals / Edited by 
Makarov V. G., Makarova M. N. St. Petersburg: LEMA Publishing House, 2013. — 116 p.

The study of the anaphylactogenic effect of the 
test drug in the ACA test in guinea pigs did not indi‑
cate the development of an allergic reaction, as ev‑
idenced by the absence of statistically significant 
differences between groups or between spot diam‑
eters in the animals within the same group after in‑
tradermal injection of liposomal gentamicin sul‑

fate and sterile isotonic sodium chloride solution  
(Table 2).

The analysis of morphological data has revealed 
no statistically significant changes in the quantitative 
content of eosinophils in the blood of the animals in the 
control group and group 2, the data are within physio‑
logical norms for guinea pigs1 (Fig. 1). 

Fig. 1. Number of eosinophils in the blood of guinea pigs after sensibilization with the liposomal formulation of 
gentamicin sulfate



Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 4 (33) • 2025	 5352	 Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 4 (33) • 2025

Assessment of allergenic properties of the liposomal formulation of gentamycin sulfate in the framework of pre-clinical studiesN. A. Grigoryeva, N. A. Khokhlova, A. A. Korchagina, Yu. A. Chaplygina, A. V. Nekrasov, T. I. Ermakova, G. N. Bliznetsova

		  Table 2 
Allergic reaction during the ACA test in guinea pigs

Group name
Diameter of spots in the presence of a reaction, cm

The study drug 0.9 % NaCl solution

Group 1 1.0 ± 1.0 1.33 ± 0.58

Group 2 1.0 ± 0.0 1.33 ± 0.58

Group 3 1.0 ± 0.71 1.33 ± 0.5

		  Table 3 
Paw weight and the DTH response index in the mice administered the liposomal formulation of gentamicin sulfate

Group name Weight of the left paw, g Weight of the right paw, g Reaction index, %

Group 1 0.1562 ± 0.0133 0.1675 ± 0.014 7.3 ± 1.5*

Group 2 0.1613 ± 0.0044 0.1677 ± 0.0058 4.0 ± 1.4

Group 3 0.1511 ± 0.0123 0.1561 ± 0.0127 3.2 ± 0.4

	 *	р < 0.0001

In the experimental animals receiving the high‑
est dose of the drug, a statistically significant increase 
in eosinophils was observed, compared to the control 
(p < 0.004), despite the absence of manifestations in 
the ACA reaction in this group [12].

The results of the study of the allergenic effect in 
the DTH reaction in mice indicate the absence of neg‑
ative manifestations when using the studied substance 
at a dose of 1/100 LD50, since the difference in the re‑
action indices (RI) between the experimental and con‑
trol groups was 4.0 ± 1.4 and 3.2 ± 0.4 %, respectively 
(Table 3). At the same time, the RI in the animals that 
were administered the liposomal formulation of gen‑
tamicin sulfate at a dose of 1/10 LD50 is higher with a 
reliability of p < 0.0001 and is 7.3 ± 1.5 %. This indi‑
cator may indicate the possibility of an allergic reac‑
tion when using high doses of the drug and the pos‑
sibility of the type IV hypersensitivity development, 
which must be taken into account in clinical practice. 
Previous studies of the allergenic properties of drugs 
containing gentamicin sulfate confirm the data ob‑
tained, especially when testing high doses [14, 15].

CONCLUSION
Based on the data obtained, it can be concluded 

that low-dose liposomal formulation of gentamicin 
sulfate does not exhibit significant allergenic proper‑
ties after single or repeated administration. However, 
high doses of the drug under study may have a sensi‑
bilizing effect and lead to the development of an al‑
lergic reaction.

REFERENCES
1. Gorbik V. S. Liposomes as a system for targeted drug 

delivery (review) / V. S. Gorbik, Z. S. Shprakh, Zh.M. Ko‑
zlova, V. G. Salova // Rossiyskiy bioterapevticheskiy zhur‑
nal (Russian Journal of Biotherapeutics). — 2021. — 20 
(1). P. 33—41. DOI: https://doi.org/10.17650/1726-9784-
2021-20-1-33-41

2. Nsairat H. Liposomes: structure, composition, types, 
and clinical applications / H. Nsairat, D. Khater, U. Sayed, 
F. Odeh, A. A. Bawab, W. Alshaer// Heliyon. — 2022. — 
8(5): e09394. DOI: https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2022.
e09394

3. De Leo V. Recent advancements in polymer/liposome 
assembly for drug delivery: from surface modifications to 
hybrid vesicles / V. De Leo, F. Milano, A. Agostiano, L. Ca‑
tucci// Polymers. —2021. — 13(7):1027. DOI: https://doi.
org/10.3390/polym13071027

4. Liu P. A review of liposomes as a drug delivery sys‑
tem: current status of approved products, regulatory envi‑
ronments, and future perspectives  / P. Liu, G. Chen, 
J. Zhang// Molecules. —2022. — 27(4):1372. DOI: https://
doi.org/10.3390/molecules27041372

5. Ilfeld B. M. Clinical effectiveness of liposomal bupi‑
vacaine administered by infiltration or peripheral nerve block 
to treat postoperative pain  /B.M. Ilfeld, J. C. Eisenach, 
R. A. Gabriel// Anesthesiology. — 2021. — 134(2):283—
344. DOI: https://doi.org/10.1097/ALN.0000000000003630

6. Burdaev N. I. Liposomes as drug carriers: classifica‑
tion, methods of production and application. Vedomosti 
Nauchnogo tsentra ekspertizy sredstv meditsinskogo prime‑
neniya (Bulletin of the Research Center for Expertise of 
Medical Products)  / N. I. Burdaev, L. L. Nikolaeva, 
V. V. Kosenko, Z. S. Shprakh, N. D. Bunyatyan // Regula‑

tory studies and expertise of drugs (Regulyatornye issledo‑
vaniya i ekspertiza lekarstvennykh sredstv). — 2023. — 13 
(2—1). P. 316—332. DOI: https://doi.org/10.30895/1991-
2919-2023-508

7. Complete reference book (all about allergies). Ed. by 
Morozova N. V. M. “Eksmo”. — 2010. — P. 454—471.

8. Schrijvers R. Pathogenesis and diagnosis of de‑
layed-type drug hypersensitivity reactions, from bedside to 
bench and back / R. Schrijvers, L. Gilissen, A. M. Chiriac 
et al. // Clin Transl Allergy. — 2015. — 5 (31). DOI: https://
doi.org/10.1186/s13601-015-0073-8

9. Guidelines for the Experimental (Preclinical) Study 
of New Pharmacological Substances / edited by the Corre‑
sponding Member of the RAMS, Professor R. U. Khabriev. 
Moscow: Meditsina (Medicine), 2005. 832 p.

10. Guidelines for Conducting Preclinical Studies of 
Drugs. Part One / Ed. by A. N. Mironov. Moscow: Grif i K 
Publishing House, 2012.

11. Gayday E. A. Basic Requirements and Features of 
the Vascular Permeability Model Methodology / E. A. Gay‑
day, D. S. Gayday, K. L. Kryshen, N. M. Makarova // Lab‑
oratornye zhivotnye dlya nauchnykh issledovaniy (Labora‑
tory Animals for Research). — 2018. — No. 3. — P. 61—
71. DOI: 10.29296/2618723X‑2-18-03-06

12. Miroshnikov M. V. Variability of hematological 
blood indicators and establishment of reference intervals in 

preclinical studies. Report 1: rodents and rabbits  / 
M. V. Miroshnikov, M. A. Kovaleva, K. T. Sultanova, 
M. N. Makarova // Laboratornye zhivotnye dlya nauchnykh 
issledovaniy (Laboratory Animals for Research).  — 
2024. — 4. — P. 35—58. DOI: https://doi.org/10.57034/2
618723X‑2024 04 04

13. Linpeng Yao. Evans Blue Dye: A Revisit of Its Ap‑
plications in Biomedicine / Linpeng Yao, Xing Xue, Peipei 
Yu, Yicheng Ni, Feng Chen // Contrast Media Mol Imag‑
ing. — 2018, Apr 22. — 7628037. DOI: 10.1155/2018/7628037

14. Gritsyuk V. A. Assessment of the anaphylactogenic 
activity of the drugs based on recombinant interferons in 
case of active cutaneous anaphylaxis  / V. A. Gritsyuk, 
N. A. Grigoryeva, I. V. Bryukhova, A. A. Korchagina // Bul‑
letin of Veterinary Pharmacology. — 2021. — No. 2 (15). — 
P.  8—19. DOI: https://doi.org/10.17238/issn2541-
8203.2021.2.8

15. Grigoryeva N. A. Study of the irritating and aller‑
genic effect of Gentabiferon-S with single and repeated use / 
N. A. Grigoryeva, M. S. Zhukov, I. V. Bryukhova  // 
Uchenye zapiski UO Vitebskaya ordena Znak pocheta go‑
sudarstvennoy akademii veterinarnoy meditsiny (Transac‑
tions of the EE “Vitebsk Order of the ‘Badge of Honor’ State 
Academy of Veterinary Medicine”).  — 2022.  — No.  1, 
V. 58. — P. 81—84. DOI: https://doi.org/10.52368/2078-
0109-58-1-81-84

INFORMATION ABOUT THE AUTHORS�
N. A. Grigoryeva — Candidate of Veterinary Sciences, Senior Scientific Associate;
N. A. Khokhlova — Candidate of Veterinary Sciences, Senior Scientific Associate;
A. A. Korchagina — Candidate of Veterinary Sciences, Senior Scientific Associate;
Yu. A. Chaplygina — Junior Scientific Associate;
A. V. Nekrasov — Junior Scientific Associate;
T. I. Ermakova — Candidate of Biological Sciences;
G. N. Bliznetsova — Doctor of Biological Sciences, Head of the Laboratory.

The article was submitted 21.08.2025.



54	 Ветеринарный фармакологический вестник • № 4 (33) • 2025 Ветеринарный фармакологический вестник • № 4 (33) • 2025	 55

Ветеринарный фармакологический вестник • 2025 • № 4 (33) • С. 54—65 Адъюванты для сельскохозяйственных животных: текущее состояние

Обзорная статья 
УДК 619:615.371 
DOI: 10.65173/2541-8203.2025.33.4.005

АДЪЮВАНТЫ ДЛЯ СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ 
ЖИВОТНЫХ: ТЕКУЩЕЕ СОСТОЯНИЕ

Ольга Павловна Хрипко*, Дмитрий Игоревич Коновалов*, 
Александра Владимировна Глущенко**, Александр Юрьевич Алексеев**, 
Михаил Александрович Шестопалов*, **✉

* Институт неорганической химии им. А. В. Николаева СО РАН, Новосибирск, Россия
**Федеральный исследовательский центр фундаментальной 
и трансляционной медицины, Новосибирск, Россия, shtopy@niic.nsc.ru✉

Аннотация. Адъюванты являются критическим компонентом большинства ветеринарных вакцин, обес‑
печивая усиление иммунного ответа организма на вакцинный антиген. Приблизительно 87 % коммерче‑
ских инактивированных вакцин для животных содержат в своем составе один тип адъюванта, наиболее 
распространёнными из которых являются минеральные соли алюминия (48 %), масляные эмульсии (20 %) 
и сапонины. В настоящей работе систематизирован современный опыт применения пяти основных клас‑
сов адъювантов: неорганических минеральных соединений, органических масляных композиций, расти‑
тельных сапонинов, бактериальных производных и наноструктурированных материалов. Каждый класс 
обладает специфическими механизмами действия, влияющими на формирование гуморального и клеточ‑
ного иммунитета у различных видов сельскохозяйственных животных. Однако применение адъювантов 
требует соблюдения баланса между иммуногенностью и реактогенностью. Традиционные адъюванты мо‑
гут вызывать локальные реакции (гранулёмы, абсцессы) и системные эффекты (лихорадку, снижение про‑
дуктивности) особенно у чувствительных видов. Перспективные направления включают разработку био‑
разлагаемых наносистем, синтетических аналогов растительных сапонинов и комбинированных адъю‑
вантных систем, обеспечивающих повышенную специфичность к различным видам животных. Будущие 
адъюванты должны обеспечивать целенаправленную активацию требуемых компонентов иммунитета при 
минимизации побочных эффектов, что откроет новые возможности для профилактики и эрадикации опас‑
ных инфекционных заболеваний в животноводстве и снижению риска передачи зоонозов человеку.
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Инфекционные заболевания животных мо‑
гут наносить большой экономический ущерб про‑
мышленному животноводству и птицеводству [1]. 
Промышленное разведение сельскохозяйственных 
животных, обеспечивающее глобальную продо‑
вольственную безопасность, неразрывно связано 
с высокими рисками возникновения и распростра‑
нения эпизоотий, способных нанести колоссаль‑
ный экономический ущерб и  дестабилизировать 
продовольственные рынки. Вакцинация является 
одним из наиболее эффективных методов профи‑
лактики инфекционных заболеваний в животновод‑
стве, предотвращая массовые вспышки и снижая 

потенциальный экономический ущерб. Прямые за‑
траты на вакцинацию, включающие стоимость пре‑
парата и трудозатраты, должны окупаться предот‑
вращением значительных потерь от болезней. Как 
следствие, со стороны производителей существу‑
ет постоянный запрос на создание вакцин, которые 
были бы не только эффективными, но и экономи‑
чески выгодными. Помимо прямого экономиче‑
ского эффекта, вакцинация вносит существенный 
вклад в решение глобальных проблем здравоохра‑
нения. Контроль зоонозных заболеваний у живот‑
ных, таких как бруцеллез, лептоспироз или бе‑
шенство, напрямую снижает риск их передачи че‑

ловеку. Кроме того, широкое применение вакцин 
позволяет сократить использование антимикроб‑
ных препаратов для лечения и профилактики бак‑
териальных инфекций в ветеринарии, что является 
краеугольным камнем в глобальной стратегии по 
борьбе с антимикробной резистентностью. Таким 
образом, экономическая и эпидемиологическая це‑
лесообразность вакцинации является мощным сти‑
мулом для развития новых эффективных вакцин, 
в целом, и их компонентов, в частности [1].

Одними из самых эффективных вакцин явля‑
ются вакцины на основе живого аттенуированного 
возбудителя, которые способны вызывать как об‑
разование нейтрализующих антител, так и клеточ‑
ный иммунный ответ [2]. Существенным недостат‑
ком таких вакцин является возможность реверти‑
рования вакцинного штамма к дикому патогенному 
типу. Более безопасными, но менее иммуноген‑
ными являются субъединичные и инактивирован‑
ные вакцины. Таким образом возникает задача по 
повышению иммуногенности инактивированных 
вакцин. Адъюванты — одни из важнейших ком‑
понентов большинства вакцин для сельскохозяй‑
ственных животных, играют ключевую роль в ре‑
шении этой задачи, поскольку позволяют снизить 
себестоимость вакцины за счет уменьшения не‑
обходимой дозы антигена и  сократить операци‑
онные расходы благодаря уменьшению кратности 
введений [3]. Адъюванты позволяют уменьшить 
дозу антигена или кратность иммунизации, а так‑
же обеспечить более длительную и напряжённую 
иммунную защиту. В вакцинах с инактивирован‑
ными вирусами для животных адъюванты исполь‑
зуются чрезвычайно широко: ~87 % коммерческих 
вакцин для животных содержат один адъювант, 
а  оставшиеся 13 %  — комбинацию адъювантов. 
Наиболее распространены минеральные соли алю‑
миния (в ~48 % ветеринарных вакцин), масляные 
эмульсии (~20 %). Третьими по распространенно‑
сти являются адъюванты на основе сапонинов [2].

Роль адъювантов тесно связана с особенностя‑
ми иммунной системы различных видов живот‑
ных. Известны случаи видовой чувствительно‑
сти к отдельным адъювантам: например, адъюван‑
ты на основе алюминия являются эффективными 
и безопасными для крупного рогатого скота (КРС) 
и свиней, но хроническое введение алюмосодер‑
жащих вакцин кошкам и овцам, часто ассоцииро‑
вано с риском развития сарком в месте инъекции 
или больших гранулем [4]. Напротив, минераль‑
ные масляные адъюванты, допустимые в ветери‑
нарии, слишком реактогенны для применения у че‑

ловека [2]. Более того, существуют видовые разли‑
чия в системе врождённого иммунитета (например, 
в рецепторах TLR), из-за которых адъювант, эффек‑
тивный у одного вида, может не работать у другого 
[3]. Поэтому при разработке вакцин для сельскохо‑
зяйственных животных важно учитывать специфи‑
ку иммунной системы каждого вида.

Классификация адъювантов, 
применяемых в вакцинах 

для сельскохозяйственных животных
Адъюванты, используемые в  ветеринарных 

вакцинах, представляют собой группу веществ, 
которые можно классифицировать по их химиче‑
ской природе. Исторически развитие адъювантов 
прошло путь от случайных наблюдений до целе‑
направленного конструирования молекул с задан‑
ными иммуностимулирующими свойствами [1]. 
Современная тенденция исследований заключается 
в создании комбинированных адъювантных систем, 
сочетающих свойства нескольких классов для до‑
стижения синергетического эффекта [5]. Например, 
комбинация адъюванта-носителя (создающего депо 
и обеспечивающего доставку) с иммуностимуля‑
тором (активирующим специфические рецепторы 
врожденного иммунитета) позволяет получить бо‑
лее мощный и сбалансированный иммунный ответ, 
чем каждый компонент по отдельности.

Адъюванты по своему происхождению и ме‑
ханизму действия делятся на несколько основных 
групп: неорганические минеральные соединения 
[6], органические масляные композиции [7], сапо‑
нины растительного происхождения [8], бактери‑
альные производные [9] и новые наноструктури‑
рованные материалы. Каждая из этих групп име‑
ет свои особенности, преимущества и недостатки 
применения у различных видов сельскохозяйствен‑
ных животных, которые рассмотрены ниже.

1. Минеральные адъюванты 
(соединения алюминия)

Основные представители и  использова-
ние. К минеральным адъювантам относятся пре‑
жде всего соли алюминия — гидроксид алюминия 
(Al(OH)3), фосфат алюминия (Al(OH)x(PO4)y), алю‑
миний калиевые квасцы — KAl(SO4)2∙12(H2O), из‑
вестные также под общим названием «алюм» [6]. 
Алюмосодержащие адъюванты являются одними 
из самых хорошо изученных и разрешены к приме‑
нению как в ветеринарных вакцинах, так и в вакци‑
нах для человека [6]. В ветеринарии соли алюминия 
присутствуют практически в половине коммерче‑
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ских вакцин [6], что обусловлено их дешевизной, 
относительной эффективностью и хорошим про‑
филем безопасности. Такие адъюванты хорошо 
адсорбируют белковые и полисахаридные антиге‑
ны на своей поверхности, образуя мелкодисперс‑
ный осадок, который вводится животному в виде 
суспензии. Они входят в состав инактивированных 
вакцин против некоторых вирусных и бактериаль‑
ных инфекций у КРС, свиней и мелких жвачных.

Механизм действия. Алюмосодержащие 
адъюванты действуют преимущественно за счёт 
формирования «депо» антигена в месте инъекции 
и активации врождённого иммунитета через вос‑
палительные пути [10]. После введения частицы 
гидроксида или фосфата алюминия осаждаются 
в тканях, медленно высвобождая адсорбированные 
антигены, что обеспечивает длительное (на протя‑
жении дней и недель) поступление антигена к ан‑
тиген-презентирующим клеткам [6, 11]. Кроме 
того, частицы солей алюминия инициируют ло‑
кальную воспалительную реакцию: повреждение 
клеток в месте инъекции приводит к высвобожде‑
нию внутриклеточных молекул, которые вызыва‑
ют (DAMPs) активацию комплемента и привлече‑
нию фагоцитов, и возникновению неинфекционно‑
го воспалительного ответа. Показано, что частицы 
солей алюминия могут активировать инфламмасо‑
му NLRP3 в антиген-презентирующих клетках, что 
ведёт к продукции провоспалительных цитокинов 
(таких как ИЛ‑1β) и усилению Th2 иммунного от‑
вета [6, 12]. В результате вакцина на основе солей 
алюминия вызывает мощный гуморальный им‑
мунитет — выработку нейтрализующих антител.

Преимущества. Минеральные адъюванты име‑
ют длительную историю безопасного применения 
[10]. Они недороги в  производстве, эффективно 
усиливают образование нейтрализующих антител 
и формирование иммунологической памяти [6, 10]. 
Адъюванты на основе алюминия особенно хорошо 
зарекомендовали себя против внеклеточных пато‑
генов, где решающее значение имеет гуморальный 
иммунитет. Благодаря депо-эффекту достигается 
пролонгированное действие вакцины и более вы‑
сокий титр антител после иммунизации [10].

Недостатки. Основной недостаток солей алю‑
миния — их ограниченная способность индуциро‑
вать клеточный иммунитет [10]. Такие адъюванты 
практически не стимулируют Th1 иммунный ответ 
и образование цитотоксических T-лимфоцитов, по‑
этому малоэффективны в вакцинах против внутри‑
клеточных инфекций [6, 10, 11]. Другим существен‑
ным недостатком является необходимость ревакци‑

нации: для полноценной защиты часто требуются 
несколько доз вакцины на алюминиевом адъюван‑
те, так как антительный ответ формируется медлен‑
нее, чем при использовании более мощных адъю‑
вантов. Несмотря на то, что в целом адъюванты на 
основе алюминия безопасны, они могут вызывать 
локальные реакции — болезненность, отёк, обра‑
зование гранулём в месте инъекции. У ряда жи‑
вотных (например, кошек) хроническое раздраже‑
ние тканей алюминием в месте инъекции связано 
с риском развития постинъекционных сарком [4]. 
Также суспензии с алюминием нельзя заморажи‑
вать и лиофилизировать — это приводит к поте‑
ре адъювантной активности [6, 11], что затрудня‑
ет хранение и транспортировку.

2. Масляные адъюванты (эмульсии)
Основные представители и использование. 

Масляные адъюванты представляют собой эмуль‑
сии воды и масла, часто с добавлением эмульга‑
торов. Масляные эмульсии  — еще один широко 
распространенный в ветеринарии класс адъюван‑
тов, ценимый за высокую иммуногенность и низ‑
кую стоимость [7]. Различают эмульсии типа во‑
да-в-масле (W/O) и масло-в-воде (O/W), а  также 
двойные эмульсии вода-в-масле-в-воде (W/O/W). 
Классическим примером масляного адъюванта яв‑
ляется неполный адъювант Фрейнда — эмульсия 
минерального (парафинового) масла с водой (типа 
W/O), стабилизированная эмульгатором (ланоли‑
ном или маннитолом) [13]. Неполный адъювант 
Фрейнда исторически применялся для усиления 
иммунного ответа у животных, однако из-за вы‑
сокой реактогенности (выраженных воспалитель‑
ных реакций, абсцессов) он сейчас не используется 
в промышленных ветеринарных вакцинах, а остал‑
ся лишь средством экспериментальной иммуноло‑
гии [14]. В коммерческих вакцинах ему на смену 
пришли более очищенные масляные адъюванты — 
например, линейка Montanide ISA (разработки фир‑
мы Seppic), представляющая ряд готовых масляных 
адъювантов для ветеринарии. Примеры включают 
Montanide ISA 25, ISA 50, ISA 206 и др., которые 
отличаются составом масла (минеральное или ме‑
таболизируемое растительное, например сквалено‑
вое) и типом эмульсии. Так, Montanide ISA 206 — 
распространённый адъювант типа W/O/W, даю‑
щий пролонгированный эффект и  применяемый 
в вакцинах против ящура у КРС [15]. Масляные 
адъюванты особенно широко используются в ин‑
активированных вакцинах для крупного рогатого 
скота и свиней (например, против ящура, Ауэски, 

цирковируса и  пр.), где требуется мощный дол‑
говременный иммунитет [16]. У  птиц масляные 
адъюванты применяются главным образом в ин‑
активированных вакцинах для племенного стада 
(например, против вируса Ньюкасла или гриппа 
птиц), поскольку для бройлеров индивидуальные 
инъекции затруднены и экономически невыгодны.

Механизм действия. Эмульсии формируют 
в месте инъекции капсулы из капель масла, внутри 
которых «консервируется» антиген. Как и адъюван‑
ты на основе солей алюминия, масляный адъювант 
служит депо для антигена, однако с более длитель‑
ным эффектом: частицы инактивированного анти‑
гена высвобождаются из масляных капель медлен‑
но, вызывая продолжительную стимуляцию им‑
мунной системы, что приводит к формированию 
сильного и продолжительного иммунитета [7, 14]. 
Одновременно масла индуцируют локальное асеп‑
тическое воспаление: гидрофобные молекулы по‑
вреждают клеточные мембраны, активируют ком‑
племент и вызывают выброс провоспалительных 
цитокинов (например, ИЛ‑6, ФНО-α) макрофагами 
[17]. В результате эмульсия привлекает иммунные 
клетки (нейтрофилы, моноциты) к месту инъекции. 
Масляные адъюванты, как правило, стимулируют 
преимущественно Th2‑тип иммунного ответа  — 
интенсивную выработку антител, поскольку спо‑
собствуют презентации антигена В-лимфоцитам 
и  CD4+-хелперным T-клеткам [17]. Клеточный 
Th1‑ответ (продукция ИФН-γ, активация цитоток‑
сических лимфоцитов) выражен слабее, однако мо‑
жет усиливаться при добавлении в эмульсию имму‑
номодуляторов [18]. Важным свойством масляных 
адъювантов является способность индуцировать 
длительный иммунитет: за счёт депо-эффекта 
и сильной воспалительной стимуляции титры ан‑
тител сохраняются на высоком уровне многие ме‑
сяцы после вакцинации. Также отмечено, что мас‑
ляные вакцины меньше подвержены воздействию 
материнских антител у новорождённых животных, 
обеспечивая активный иммунитет даже в присут‑
ствии пассивного [19].

Преимущества. Масляные эмульсии считают‑
ся одними из наиболее мощных адъювантов [1]. 
Они обеспечивают высокий уровень антител (в т. ч. 
нейтрализующих) и долгосрочную защиту, превос‑
ходя по эффективности алюмосодержащие вакци‑
ны [7]. Например, инактивированные вакцины про‑
тив ящура на масляном адъюванте вызывают более 
быстрый и сильный иммунный ответ, чем традици‑
онные вакцины на основе солей алюминия с сапо‑
нином [20]. Масляные вакцины также лучше пре‑

одолевают влияние колостральных антител и могут 
обеспечивать раннюю защиту животных в случае 
эпизоотии [21]. Стоимость масляных адъювантов 
невысока, рецептуры относительно просты [7], они 
универсальны для различных типов антигенов (ви‑
русных, бактериальных) и применимы у разных ви‑
дов млекопитающих.

Недостатки. Главный недостаток — высокая 
реактогенность масляных адъювантов. В  месте 
инъекции часто развивается болезненное воспа‑
ление, возможно образование плотных гранулём 
или кист, которые сохраняются длительное время 
[7, 22]. У крупного рогатого скота масляные вак‑
цины могут приводить к повреждению тканей (не‑
крозу) и рубцеванию шкур (что снижает их товар‑
ную ценность) [16]. В экспериментах на свиньях 
сравнение нескольких адъювантов показало, что 
именно масляные вызывали наиболее выражен‑
ные тканевые реакции — обширные пиогранулёмы 
в мышцах [23]. Кроме того, системные поствакци‑
нальные симптомы (лихорадка, ослабление набора 
массы) более характерны для масляных вакцин [24]. 
Например, у дойных коров после вакцинации ин‑
активированной вакциной против ящура наблюда‑
лось повышение температуры на 1—1,5 °C в тече‑
ние ~48 часов и временное снижение удоя на ~2 кг 
в день [24]. Поэтому применение масляных вакцин 
может сопровождаться кратковременным снижени‑
ем продуктивности. Ещё одна проблема — при слу‑
чайном самопопадании масляного адъюванта чело‑
веку (укол вакциной) развивается тяжёлое локаль‑
ное воспаление, тяжело поддающееся лечению [7]. 
По этой причине минеральные масла не использу‑
ются в вакцинах для людей и в ветеринарии тре‑
буют осторожного обращения (на этикетках таких 
вакцин обязательно указывают предупреждения 
о риске при самоинъекции ветеринаром). Наконец, 
минеральные масла биологически не разлагаются 
и могут содержать следы вредных примесей (на‑
пример, ароматических углеводородов), хотя со‑
временные препараты проходят очистку. В послед‑
ние годы для снижения токсичности исследуются 
легко метаболизируемые масла — например, сква‑
лен (из печени акулы) и растительные скваланы, 
используемые в эмульсиях MF59, AS03 и др. [25]. 
Такие масла полностью рассасываются в организ‑
ме и намного менее реактогенны, хотя и уступают 
по иммуногенности минеральным аналогам [26].

3. Сапониновые адъюванты
Основные представители и использование. 

Сапонины — это природные гликозиды, выделяе‑
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мые из растений (реже из морских организмов), 
обладающие выраженными иммунностимулиру‑
ющими свойствами [27]. Классическим примером 
служит сапониновый препарат Quil A, получаемый 
из коры дерева Quillaja saponaria (мыльное дерево) 
[19]. Quil A представляет собой смесь из более чем 
20 тритерпеноидных сапонинов и исторически ши‑
роко применяется как адъювант в ветеринарии [28]. 
В частности, вакцины против ящура для крупного 
рогатого скота с 1970‑х годов содержали комбина‑
цию гидроксида алюминия и сапонина Quil A — эта 
формула была стандартом во многих странах [19]. 
Сапонины входят и в состав некоторых современ‑
ных коммерческих адъювантов: так, ветеринарный 
препарат VetSap® представляет очищенный квил‑
лайский сапонин, а Matrix-M™ — матрица на ос‑
нове наночастиц из квиллайских сапонинов (разра‑
ботана для человеческих вакцин, например, против 
малярии и COVID‑19) [29]. Другая важная фрак‑
ция — QS‑21, отдельный сапонин, выделенный из 
Quil A; он менее токсичен и поэтому использует‑
ся в клинических исследованиях и некоторых вак‑
цинах для человека (включён в адъюванты AS01, 
AS02) [30]. В ветеринарии QS‑21 пока не получил 
широкого применения из-за высокой стоимости 
очистки [31], однако изучается как более безопас‑
ная замена Quil A [32]. Сапониновые адъюванты 
особенно эффективны для вакцин против вирусных 
инфекций, требующих как гуморального, так и кле‑
точного иммунитета [8]. Их применяют, например, 
в инактивированных вакцинах против ящура, ви‑
руса репродуктивно-респираторного синдрома сви‑
ней (РРСС) и в экспериментальных вакцинах про‑
тив других вирусов (в т. ч. в адъюванте AS01 для 
малярии и опоясывающего лишая у человека) [33].

Механизм действия. Сапонины обладают ком‑
плексным действием на иммунную систему. Они 
амфифильны, то есть могут взаимодействовать как 
с мембранами клеток, так и с растворимыми мо‑
лекулами [34]. Quil A способен формировать осо‑
бые наноструктуры — иммунные стимуляторные 
комплексы (ISCOMs) — при смешивании с холе‑
стерином и  фосфолипидами [35]. ISCOMs раз‑
мером ~40  нм эффективно захватываются анти‑
ген-презентирующими клетками и одновременно 
доставляют связанный антиген и стимулируют ре‑
цепторы (например, NLRP3‑инфламмасому и, воз‑
можно, некоторые Toll-подобные рецепторы) [36]. 
Сапонины индуцируют как сильный антительный 
ответ (Th2), так и выраженный клеточный имму‑
нитет (Th1) [34]. Они уникальны своей способно‑
стью усиливать цитотоксический ответ: Quil A и его 

фракции (например, QS‑21) стимулируют образо‑
вание цитотоксических T-лимфоцитов, вероятно, за 
счёт активации кросс-презентации антигена через 
MHC I путь в дендритных клетках [36]. Кроме того, 
сапонины усиливают выработку цитокинов: отме‑
чено повышение уровней интерлейкинов (ИЛ‑2, 
ИЛ‑12) и интерферонов (ИФН-γ), что смещает от‑
вет в сторону Th1 и активирует клеточный имму‑
нитет [32]. Таким образом, адъюванты на основе 
сапонинов способны вызывать сбалансированный 
иммунный ответ, сочетающий нейтрализующие 
антитела и клеточную противовирусную защиту.

Преимущества. Сапониновые адъюванты об‑
ладают высокой эффективностью. Они заметно 
усиливают иммуногенность вакцин, позволяя до‑
биться как гуморального, так и клеточного имму‑
нитета [36]. В экспериментах добавление Quil A 
к вакцинам показывало рост титров антител IgG, 
в т. ч. класса IgG2, а также увеличение популяции 
ИФН-γ-продуцирующих T-лимфоцитов [8]. Так, 
включение Quil A в вакцину против ящура суще‑
ственно повышало иммунный ответ у  крупного 
рогатого скота [19]. В опытах на поросятах сапо‑
нин Quil A, добавленный к живой вакцине против 
РРСС, усиливал генную экспрессию интерферонов 
I и II типов и провоспалительных цитокинов, улуч‑
шая защиту от гетерологичного штамма вируса [3]. 
То есть сапонины могут повышать эффективность 
даже живых вакцин [8]. К преимуществам относит‑
ся и то, что многие сапонины растительного проис‑
хождения доступны из природного сырья или био‑
технологически (например, за счёт выращивания 
Quillaja на плантациях) [37]. В ветеринарии Quil A 
успешно применяется уже несколько десятилетий.

Недостатки. Главный недостаток — потенци‑
альная токсичность сапонинов. Они обладают ге‑
молитической активностью (разрушают эритроци‑
ты при контакте), поэтому должны применяться 
в ограниченных дозах [31]. Quil A и подобные ему 
сырьевые экстракты могут вызывать у животных 
местное раздражение, боль при инъекции и фор‑
мирование гранулём [38]. Также описаны случаи 
некрозов в месте введения при высоких дозах [8]. 
В чистом виде Quil A слишком токсичен для при‑
менения у людей (помимо местных реакций, может 
вызывать лихорадку и системные эффекты) [32]. По 
этой причине для медицины выделили менее ток‑
сичные фракции (QS‑21 и др.) или используют ин‑
капсулированные формы сапонинов — например, 
ISCOM-матрицы, где сапонин встроен в  липид‑
ную наночастицу, что снижает его прямой контакт 
с клетками и болезненность введения [39]. В ве‑

теринарии Quil A считается приемлемым, однако 
требуются меры предосторожности: строгий кон‑
троль дозы, пути введения (только внутримышеч‑
но, так как подкожно риск реакций выше), и соче‑
тание с другими адъювантами для снижения ток‑
сичности [40]. Ещё одним ограничением является 
низкая стабильность сапонинов в водных раство‑
рах и при хранении [31]: вакцины с ними труднее 
стабилизировать при длительном хранении, хотя 
современные формулы (например, сухие нанома‑
трицы с сапонином) частично решают эту проблему 
[39]. Добавим, что эффективность сапонинов мо‑
жет сильно варьировать между видами: у не мле‑
копитающих (птиц, рыб) сапониновые адъюванты 
оказались значительно менее действенными, чем 
у млекопитающих, вероятно из-за отличий в им‑
мунной системе [41]. Поэтому для птицы и  рыб 
Quil A применяется редко или в комбинации с дру‑
гими типами адъювантов [42].

4. Бактериальные производные 
(липополисахариды, 

CpG‑олигонуклеотиды и др.)
Основные представители и использование. 

К этой группе относятся компоненты бактериаль‑
ных клеток или их синтетические аналоги, которые 
распознаются рецепторами врождённого иммуни‑
тета и тем самым усиливают иммунный ответ [43, 
44]. К классическим иммуностимуляторам такого 
рода относится липополисахарид (ЛПС) грамот‑
рицательных бактерий — мощный активатор им‑
мунных клеток через Toll-подобный рецептор 4 
(TLR4) [45]. Из-за высокой токсичности полно‑
ценный ЛПС (эндотоксин) не может применяться 
напрямую, но создан его аттенуированный вари‑
ант — монофосфориллипид A (MPLA), представ‑
ляющий липидный фрагмент ЛПС с пониженной 
токсичностью [9]. MPLA включён в состав неко‑
торых адъювантов, например, AS04 (смесь MPLA 
с  гидроксидом алюминия)  — этот адъювант ис‑
пользуется в ряде вакцин (против вируса папил‑
ломы у человека и др.) [46]. В ветеринарии MPLA 
пока применяется редко, главным образом в  ис‑
следовательских вакцинах. Другим типом бакте‑
риальных адъювантов являются иммунностиму‑
лирующие ДНК-последовательности, прежде все‑
го CpG-олигодезоксинуклеотиды (CpG-ОДН). Это 
короткие синтетические фрагменты ДНК, обога‑
щённые неметилированными мотивами CpG, ко‑
торые характерны для бактериального генома 
[43]. CpG-ОДН распознаются TLR9, экспрессиро‑
ванным в B-клетках и плазмоцитоидных дендрит‑

ных клетках млекопитающих, вызывая их актива‑
цию [44]. CpG-адъюванты исследованы на различ‑
ных животных — от мышей до КРС — и показали 
способность сдвигать иммунный ответ в сторону 
Th1 (усиление выработки ИФН-α, ИФН-γ) [47]. 
Некоторые синтетические CpG (например, CpG 
1018) уже применяются в коммерческих вакцинах 
для человека (вакцина против гепатита B, одобрен‑
ная FDA HEPLISAV-B®), а в ветеринарии данные 
соединения пока находятся на стадии испытаний. 
Кроме ЛПС и CpG, к бактериальным иммуномо‑
дуляторам можно отнести токсоиды (инактиви‑
рованные бактериальные экзотоксины, которые 
сами обладают адъювантной активностью), ком‑
поненты клеточной стенки микобактерий (сильные 
Th1‑стимуляторы, использовались в полном адъю‑
ванте Фрейнда), флагеллин (стимулятор TLR5) 
и др. [48]. Однако наиболее перспективными и из‑
ученными остаются MPLA и CpG [5].

Механизм действия. Бактериальные адъюван‑
ты запускают каскад врождённого иммунитета че‑
рез активацию паттерн-распознающих рецепторов. 
Липид A (компонент ЛПС) связывается с TLR4 
в комплексе с рецептором MD‑2 на клетках иммун‑
ной системы, что приводит к секреции провоспали‑
тельных цитокинов (ФНО, ИЛ‑1, ИЛ‑6) и сильно‑
му созреванию дендритных клеток [45]. Вакцины 
с MPLA вызывают выраженный Th1‑ответ и уси‑
ливают продукцию антител IgG2 за счёт этой вос‑
палительной активации [9]. CpG-ОДН имитиру‑
ют бактериальную ДНК и распознаются внутри‑
клеточным рецептором TLR9 у  млекопитающих 
и TLR21 у птиц [49]. CpG-ОДН взаимодействуют 
с TLR9 в эндосомах плазмоцитоидных дендритных 
клеток и B-лимфоцитов, что стимулирует выработ‑
ку ИФН-α и других цитокинов включая ИЛ‑12, что 
делает CpG-ОДН одними из самых эффективных 
индукторов Th1‑ответа, а также прямо активиру‑
ет B-клетки к пролиферации и продукции антител 
[50]. Итог — мощная индукция клеточного имму‑
нитета (увеличение численности Th1‑клеток, NK-
клеток, цитотоксических лимфоцитов) и одновре‑
менная адъювантность для гуморального ответа 
[47]. Эти олигонуклеотиды активно исследуют‑
ся в качестве адъювантов для ветеринарных вак‑
цин, где требуется сильный клеточный иммунитет 
[51]. Например, добавление CpG в вакцины у круп‑
ного рогатого скота показало усиление выработки 
ИФН-γ и повышения титров защитных антител од‑
новременно [52]. Бактериальные адъюванты так‑
же эффективны при мукозальной иммунизации: 
и ЛПС, и CpG могут усиливать секреторный им‑
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мунитет при нанесении на слизистые (их включа‑
ют в  экспериментальные назальные и  оральные 
вакцины) [52]. Следует отметить, что многие TLR-
лиганды действуют видоспецифично — например, 
разные виды животных имеют TLR9 с разной чув‑
ствительностью к  данному CpG-мотиву. Новые 
синтетические CpG стараются делать «панспе‑
цифичными», активными для широкого круга ви‑
дов. Так, один из вариантов CpG (называемый CpG 
55.2) оказался активен как у мышей, так и у хомя‑
ков, хорьков, приматов и ряда сельскохозяйствен‑
ных животных [53]. В целом бактериальные моле‑
кулы запускают врождённый иммунитет, который 
«настраивает» последующую адаптивную реакцию 
организма на вакцинный антиген.

Преимущества. Бактериальные производ‑
ные — одни из самых мощных иммунных акти‑
ваторов. Они особенно ценны для усиления кле‑
точного иммунитета, которого недостаёт другим 
адъювантам [54]. Добавление CpG, например, мо‑
жет превратить преимущественно антительную 
вакцину в комбинированную, вызывающую также 
Т-клеточный ответ [47]. В экспериментах на круп‑
ном рогатом скоте комбинация инактивированной 
вакцины с CpG-ОДН приводила к существенному 
росту концентрации ИНФ-γ в сыворотке и актива‑
ции клеток клеточного иммунитета по сравнению 
с  вакциной без адъюванта [52]. Бактериальные 
адъюванты также часто эффективны при введении 
низких доз, что позволяет снизить стоимость [55]. 
Их синтетические версии (например, CpG) хими‑
чески стабильны, не требуют условий холодовой 
цепи и  просты в  производстве [56]. Кроме того, 
комбинация таких адъювантов с другими даёт вы‑
раженный синергизм [57].

Недостатки. Проблемой использования бак‑
териальных производных является высокая ре‑
актогенность адъювантов и  их видоспецифич‑
ность. Мощный воспалительный ответ, вызывае‑
мый ЛПС или его аналогами, чреват побочными 
реакциями — лихорадкой, снижением активности 
животного, иногда аллергоподобными явлениями 
(например, артрит и увеит, отмеченные для неко‑
торых бактериальных адъювантов) [58]. Поэтому 
в вакцинах применяют не полный ЛПС, а ослаб‑
ленный MPLA в ограниченных количествах. CpG-
олигонуклеотиды в высоких дозах способны инду‑
цировать синдром высвобождения цитокинов («ци‑
токиновый шторм»), что также опасно [59]. Ещё 
одна сложность — специфичность к виду: адъю‑
вант, разработанный на мышиной модели, может не 
работать у крупного рогатого скота из-за различий 

в рецепторах. Например, некоторые CpG, эффек‑
тивные у грызунов, оказались низко эффективны‑
ми у крупных приматов и свиней [49]. Такие адъю‑
ванты требуют подбор последовательности с учё‑
том вида вакцинируемого животного. Тем не менее 
создание «универсальных» молекул, активных на 
многих животных (как упомянутый CpG 55.2), все‑
ляет оптимизм. Также следует учитывать вопросы 
нормативного регулирования: новые синтетиче‑
ские адъюванты требуют тщательной оценки без‑
опасности перед лицензированием, что удлиняет 
их путь до коммерческого применения.

5. Наноматериалы и композитные 
системы (наночастицы, 

липосомы и др.)
Основные представители и использование. 

Современное направление разработки адъюван‑
тов связано с нанотехнологиями. Наноматериалы 
представляют собой один из наиболее перспектив‑
ных классов адъювантов, поскольку они сочетают 
в себе функции как системы доставки, так и имму‑
ностимулятора. Их размер, сопоставим с размером 
вирусов (обычно 20—200 нм), и способствует их 
эффективному поглощению антигенпрезентирую‑
щими клетками. К таким адъювантам относятся: 
биодеградируемые полимерные микрочастицы (на‑
пример, из полилактида-ко-гликолида, PLGA) [60], 
липосомы [61], наногели [62], вирусоподобные ча‑
стицы [63], эмульсии нового поколения (на осно‑
ве метаболизируемых масел) [64], а также иммун‑
ные стимулирующие комплексы (ISCOM) из са‑
понинов [65]. Полимерные микрочастицы (PLGA, 
поликапролактон и др.) используются для капсу‑
лирования антигенов: антиген внутри таких ча‑
стиц защищён от разрушения и выделяется посте‑
пенно, обеспечивая его контролируемое, пролон‑
гированное высвобождение, имитируя тем самым 
хроническую антигенную стимуляцию [66]. В ве‑
теринарной вакцинологии исследуются вакцины 
на основе PLGA-наночастиц против паразитар‑
ных заболеваний, наночастицы для пероральных 
вакцин, липосомальные вакцины против вирусов 
и  т. д.  [60]. Липосомы — сферические везикулы 
из фосфолипидного бислоя — способны включать 
в себя антигены (как растворимые, так и мембран‑
ные) и доставлять их к антиген-презентирующим 
клеткам [67]. Липосомальные адъюванты (напри‑
мер, CAF01 — катионная липосома с трегалозо‑
диамиколатом) показывают мощную активацию 
как гуморального, так и клеточного иммунитета, 
исследуются в  моделях микобактериальных ин‑

фекций и у жвачных животных [68]. В целом, на‑
ноструктурированные адъюванты пока ещё не по‑
лучили массового внедрения в коммерческие вете‑
ринарные вакцины, но считаются перспективными.

Механизм действия. Наночастицы сочета‑
ют механизмы «депо» и таргетированной достав‑
ки антигена. После инъекции биодеградируемые 
частицы (например, PLGA) образуют в  мышеч‑
ной ткани микрорезервуары, постепенно разру‑
шающиеся и высвобождающие антиген, что при‑
водит к  пролонгированной стимуляции иммун‑
ной системы, аналогично масляному депо [11]. 
Одновременно размер и состав наночастиц подби‑
рают так, чтобы они эффективно фагоцитировались 
дендритными клетками и макрофагами — то есть 
происходит прицельная доставка антигена прямо 
в антиген-презентирующие клетки. Некоторые на‑
номатериалы обладают внутренней адъювантной 
активностью: так, частицы из липополисахари‑
да (например, липидные нанодиски с MPLA) или 
из полисахаридов бактериального происхождения 
могут сами активировать рецепторы врождённо‑
го иммунитета [69]. Пример — адъювант Advax 
на основе частиц δ-инулина. Инулин — это поли‑
сахарид из растений, его кристаллическая форма 
усиливает захват антигена дендритными клетка‑
ми через рецептор DC-SIGN и активирует систему 
комплемента [11, 69]. Advax не требует адсорбции 
антигена (антиген смешивается с частицами), ре‑
крутирует нейтрофилы и макрофаги к месту инъ‑
екции и стимулирует одновременно гуморальный 
и клеточный ответ без значимого воспаления [69]. 
Липосомальные частицы, особенно катионные, 
тоже могут сами по себе выступать иммунным 
адъювантом: они взаимодействуют с мембранами 
клеток, могут переносить сопутствующие «опас‑
ные» сигналы (например, бактериальные липиды) 
и облегчают доставку антигена в цитозоль, что важ‑
но для презентации по MHC I и активации цито‑
токсических лимфоцитов [11]. Таким образом, на‑
номатериалы часто совмещают свойства носителя, 
депо и иммунопотенциатора.

Преимущества. Наночастицы и липосомы от‑
личаются гибкостью в дизайне и, как ожидается, 
более низкой реактогенностью. Контролируемое 
высвобождение антигена позволяет создать вакци‑
ны однократного введения (single-shot), что край‑
не актуально в ветеринарии для снижения стрес‑
сов и затрат на повторную вакцинацию. Кроме того, 
многие наноразмерные носители биоразлагаемы 
и нетоксичны: полимеры PLGA, инулин, хитозан 
полностью метаболизируются в организме до есте‑

ственных соединений (молочная кислота, фруктоза 
и пр.). Это означает отсутствие длительно сохра‑
няющихся веществ и, соответственно, минималь‑
ные местные реакции. Например, по данным испы‑
таний, адъювант Advax не вызывает болезненного 
воспаления или повреждения тканей у животных, 
даже при больших дозах, и не приводит к образо‑
ванию гранулём или язв [69]. Наночастицы также 
позволяют включать в вакцину быстро деградиру‑
ющих в организме компоненты такие как, напри‑
мер, ДНК, мРНК или пептидные антигены [70]. 
Липосомальные системы могут быть использова‑
ны для мукозальной вакцинации (назальной, ораль‑
ной), защищая антиген от разрушения и доставляя 
его через слизистую оболочку к иммунным клет‑
кам [71]. К тому же наночастицы легко комбиниро‑
вать с другими иммуномодуляторами: в них можно 
инкапсулировать тот же сапонин или CpG, создав 
многокомпонентный адъювант, что многократно 
усиливает эффективность иммунизации по срав‑
нению с простым смешиванием компонентов [72]. 
Все эти качества делают наноматериалы очень при‑
влекательными для разработки «следующего поко‑
ления» ветеринарных вакцин.

Недостатки. К настоящему времени, адъюван‑
ты на основе наночастиц недостаточно хорошо из‑
учены и  стандартизованы. Их воспроизводимое 
промышленное производство — технологический 
вызов, требующий контроля размера, дисперсно‑
сти, поверхностного заряда и других параметров 
частиц. Малейшие изменения в способе получения 
могут повлиять на иммуногенность, поэтому необ‑
ходимы детальные регламенты, что усложняет ре‑
гистрацию таких адъювантов. Также существуют 
проблемы стабильности при их хранении: напри‑
мер, липосомы могут со временем сливаться или 
окисляться, полимерные частицы — агломериро‑
ваться, что ухудшает их эффективность, в резуль‑
тате чего необходимо определять и обеспечивать 
оптимальные условия их хранения (в заморожен‑
ном или сухом виде) [73]. Стоимость некоторых 
наноразмерных препаратов пока выше традицион‑
ных адъювантов, что важно для ветеринарных вак‑
цин. И наконец, требуется тщательное исследова‑
ние безопасности: хоть многие наноматериалы по 
отдельности биосовместимы, их взаимодействие 
с иммунной системой может иметь неожиданные 
эффекты (например, избыточная стимуляция опре‑
делённых цитокинов или аутоиммунные реакции). 
Тем не менее, текущие исследования демонстриру‑
ют, что при правильном подходе к получению на‑
норазмерные адъюванты могут обеспечить высо‑
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кую иммуногенность при минимальных побочных 
реакциях. Ожидается, что по мере развития техно‑
логий эти недостатки будут преодолены.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Адъюванты играют критически важную роль 

в  эффективности вакцин для сельскохозяйствен‑
ных животных. Они позволяют инактивирован‑
ным и  субъединичным вакцинам вызывать пол‑
ноценный иммунный ответ — сопоставимый или 
даже превосходящий таковой при натуральной ин‑
фекции. С  применением адъювантов стало воз‑
можным контролировать многие опасные болезни 
(ящур, бешенство, лептоспироз, кокцидиоз и др.) 
без использования живых возбудителей. Основные 
типы адъювантов  — минеральные соли алюми‑
ния, масляные эмульсии, сапонины, бактериаль‑
ные компоненты, наночастицы — различаются по 
механизмам действия, что отражается на характе‑
ре формируемого иммунитета. Минеральные адъю‑
ванты эффективны для усиления гуморального (ан‑
тительного) ответа, масляные — создают сильный 
и продолжительный иммунитет, сапонины и TLR-
лиганды  — стимулируют клеточный иммунитет 
(Th1, CTL). Комбинируя их, можно добиться оп‑
тимальной иммуногенности. Однако применение 
адъювантов требует соблюдения мер безопасно‑
сти. Слишком сильные адъюванты могут вызы‑
вать локальные повреждения (абсцессы, гранулё‑
мы), системные реакции (лихорадку, воспаление), 
что способствует снижению продуктивности жи‑
вотных и качества продукции. Поэтому на практи‑
ке подбирают такие дозы и формы введения, кото‑
рые дают максимум пользы при минимуме вреда.
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Infectious animal diseases can cause significant 
economic losses to industrial livestock and poultry 
farming [1]. Industrial cattle breeding, which ensures 
global food security, is inextricably linked to the high 
risk of the emergence and spread of epizootics, which 
can cause colossal economic losses and destabilize 
food markets. Vaccination is one of the most effective 
methods of preventing infectious diseases in livestock 
farming, preventing mass outbreaks and reducing po‑
tential economic losses. Direct vaccination costs, in‑
cluding the cost of the vaccine and labor, must be off‑
set by the prevention of significant losses from dis‑
ease. Consequently, there is a constant demand from 
producers for vaccines that are not only effective but 
also cost-effective. In addition to the direct economic 
impact, vaccination makes a significant contribution 
to solving global health problems.

Controlling zoonotic diseases in animals, such as 
brucellosis, leptospirosis, and rabies, directly reduces 

the risk of their transmission to humans. Furthermore, 
the widespread use of vaccines reduces the reliance 
on antimicrobials for the treatment and prevention of 
bacterial infections in veterinary medicine, which is a 
cornerstone of the global strategy to combat antimi‑
crobial resistance. Thus, the economic and epidemio‑
logical feasibility of vaccination is a powerful incen‑
tive for the design of new effective vaccines in gener‑
al and their components in particular [1].

Some of the most effective vaccines are those based 
on live attenuated pathogens, which are capable of in‑
ducing both neutralizing antibodies and a cellular im‑
mune response [2]. A significant drawback of such 
vaccines is the possibility of reversion of the vaccine 
strain to the wild-type pathogen. Subunit and inactivat‑
ed vaccines are safer but less immunogenic. Therefore, 
the challenge arises of increasing the immunogenicity 
of inactivated vaccines. Adjuvants are among the most 
important components of most vaccines for farm an‑

imals and play a key role in solving this problem, as 
they allow for a reduction in the cost of the vaccine by 
decreasing the required antigen dose and cutting oper‑
ating costs by reducing the frequency of administra‑
tions [3]. Adjuvants allow for a reduction in the anti‑
gen dose or the frequency of immunization, as well as 
for providing longer-lasting and more intense immune 
protection. Adjuvants are used extremely widely in 
vaccines with inactivated viruses for animals: ~87 % 
of commercial animal vaccines contain a single adju‑
vant, and the remaining 13 % contain a combination 
of adjuvants. The most common are aluminum miner‑
al salts (in ~48 % of veterinary vaccines), followed by 
oil emulsions (~20 %). The third most common adju‑
vants are saponin-based adjuvants [2].

The role of adjuvants is closely linked to the char‑
acteristics of the immune system of different animal 
species. Species-specific sensitivity to individual ad‑
juvants is known. For example, aluminum-based ad‑
juvants are effective and safe for cattle and pigs, but 
chronic administration of aluminum-containing vac‑
cines to cats and sheep is often associated with the risk 
of developing sarcomas at the injection site or large 
granulomas [4]. Conversely, mineral oil adjuvants, 
while acceptable in veterinary medicine, are too reac‑
togenic for use in humans [2]. Moreover, there are spe‑
cies-specific differences in the innate immune system 
(e. g., in TLR receptors), which means that an adju‑
vant effective in one species may not work in another 
[3]. Therefore, when designing vaccines for farm an‑
imals, it is important to consider the specific immune 
system of each species.

Classification of Adjuvants Used 
in Vaccines for Farm Animals

Adjuvants used in veterinary vaccines are a group 
of substances that can be classified by their chemi‑
cal nature. Historically, the design of adjuvants has 
evolved from chance observations to the targeted de‑
sign of molecules with specific immunostimulatory 
properties [1]. The current research trend is toward 
designing combined adjuvant systems that combine 
the properties of several classes to achieve a syner‑
gistic effect [5]. For example, combining an adjuvant 
carrier (designing a depot and ensuring delivery) with 
an immunostimulant (activating specific receptors of 
the innate immune system) produces a more power‑
ful and balanced immune response than either com‑
ponent alone.

Adjuvants are divided into several main groups 
based on their origin and mechanism of action: inor‑
ganic mineral compounds [6], organic oil composi‑

tions [7], plant-based saponins [8], bacterial deriva‑
tives [9] and new nanostructured materials. Each of 
these groups has its own characteristics, advantages 
and disadvantages for use in different types of farm 
animals, which are discussed below.

1. Mineral adjuvants 
(aluminum compounds)

Main representatives and use. Mineral adjuvants 
primarily include aluminum salts: aluminum hydroxide 
(Al(OH)3), aluminum phosphate (Al(OH)x(PO4)y) and 
aluminum potassium alum (KAl(SO4)2∙12(H2O)), also 
known under the common name alum [6]. Aluminum-
containing adjuvants are among the most well-studied 
and are approved for use in both veterinary and human 
vaccines [6]. In veterinary medicine, aluminum salts 
are present in almost half of commercial vaccines [6], 
due to their low cost, relative efficacy and good safe‑
ty profile. These adjuvants readily adsorb protein and 
polysaccharide antigens onto their surface, forming a 
finely dispersed precipitate that is administered to the 
animal as a suspension. They are included in inacti‑
vated vaccines against certain viral and bacterial in‑
fections in cattle, pigs and small ruminants.

Mechanism of action. Aluminum-containing adju‑
vants act primarily by forming an antigen depot at the 
injection site and activating innate immunity through 
inflammatory pathways [10]. After administration, alu‑
minum hydroxide or phosphate particles are deposited 
in tissues, slowly releasing adsorbed antigens, which 
ensures prolonged (over days and weeks) delivery of 
antigen to antigen-presenting cells [6, 11]. In addition, 
aluminum salt particles initiate a local inflammatory 
response: cell damage at the injection site leads to the 
release of intracellular molecules (DAMPs) that cause 
complement activation and phagocyte attraction, and 
the emergence of a non-infectious inflammatory re‑
sponse. It has been shown that aluminum salt parti‑
cles can activate the NLRP3 inflammasome in anti‑
gen-presenting cells, which leads to the production 
of proinflammatory cytokines (such as IL‑1β) and an 
enhancement of the Th2 immune response [6, 12]. As 
a result, the aluminum-based vaccine induces power‑
ful humoral immunity — the production of neutraliz‑
ing antibodies.

Advantages. Mineral adjuvants have a long history 
of safe use [10]. They are inexpensive to produce and 
effectively enhance the production of neutralizing an‑
tibodies and the development of immunological mem‑
ory [6, 10]. Aluminum-based adjuvants have proven 
particularly effective against extracellular pathogens, 
where humoral immunity is crucial. The depot effect 
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results in prolonged vaccine action and higher anti‑
body titers after immunization [10].

Disadvantages. The main disadvantage of alumi‑
num salts is their limited ability to induce cellular im‑
munity [10]. Such adjuvants practically do not stim‑
ulate the Th1 immune response and the formation of 
cytotoxic T lymphocytes, therefore they are ineffective 
in vaccines against intracellular infections [6, 10, 11]. 
Another significant disadvantage is the need for revac‑
cination: several doses of an aluminum adjuvant vac‑
cine are often required for full protection, since the an‑
tibody response develops more slowly than with more 
potent adjuvants. Although aluminum-based adjuvants 
are generally safe, they can cause local reactions such 
as pain, swelling and granuloma formation at the in‑
jection site. In some animals (e. g., cats), chronic tis‑
sue irritation by aluminum at the injection site is as‑
sociated with the risk of post-injection sarcomas de‑
velopment [4]. Aluminum-containing suspensions also 
cannot be frozen or lyophilized, as this leads to a loss 
of adjuvant activity [6, 11], complicating storage and 
transportation.

2. Oil Adjuvants (Emulsions)
Main Types and Use. Oil adjuvants are emulsions 

of water and oil, often with the addition of emulsifiers. 
Oil emulsions are another widely used class of adju‑
vants in veterinary medicine, valued for their high im‑
munogenicity and low cost [7]. A distinction is made 
between water-in-oil (W/O) and oil-in-water (O/W) 
emulsions, as well as water-in-oil-in-water (W/O/W) 
double emulsions. A classic example of an oil adjuvant 
is Freund’s incomplete adjuvant — an emulsion of 
mineral (paraffin) oil with water (W/O type), stabilized 
by an emulsifier (lanolin or mannitol) [13]. Freund’s 
incomplete adjuvant has historically been used to en‑
hance the immune response in animals. However, due 
to its high reactogenicity (pronounced inflammatory 
reactions, abscesses), it is no longer used in industrial 
veterinary vaccines, and remains only a tool in exper‑
imental immunology [14]. In commercial vaccines, it 
has been replaced by more purified oil adjuvants — 
for example, the Montanide ISA line (designed by 
Seppic), which represents a range of ready-made oil 
adjuvants for veterinary medicine. Examples include 
Montanide ISA 25, ISA 50, ISA 206, etc., which dif‑
fer in the oil composition (mineral or metabolizable 
vegetable, such as squalene) and the type of emul‑
sion. For example, Montanide ISA 206 is a common 
W/O/W adjuvant that provides a prolonged effect and 
is used in vaccines against foot-and-mouth disease 
in cattle [15]. Oil adjuvants are particularly widely 

used in inactivated vaccines for cattle and pigs (e. g., 
against foot-and-mouth disease, Aujeszky’s disease, 
circovirus, etc.), where strong long-term immunity is 
required [16]. In poultry, oil adjuvants are used main‑
ly in inactivated vaccines for breeding stock (e. g., 
against Newcastle virus or avian influenza), since in‑
dividual injections for broilers are difficult and eco‑
nomically unviable.

Mechanism of action. Emulsions form capsules 
of oil droplets at the injection site, preserving the anti‑
gen within them. Like aluminum salt-based adjuvants, 
the oil adjuvant serves as a depot for the antigen, but 
with a more prolonged effect: inactivated antigen par‑
ticles are released from the oil droplets slowly, causing 
prolonged stimulation of the immune system, which 
leads to the development of strong and long-lasting 
immunity [7, 14]. At the same time, the oils induce lo‑
cal aseptic inflammation: hydrophobic molecules dam‑
age cell membranes, activate complement and cause 
the release of proinflammatory cytokines (e. g., IL‑6, 
TNF-α) by macrophages [17]. As a result, the emulsion 
attracts immune cells (neutrophils, monocytes) to the 
injection site. Oil adjuvants typically stimulate a pre‑
dominantly Th2 immune response (intense antibody 
production) by promoting antigen presentation to B 
lymphocytes and CD4+ helper T cells [17]. The Th1 
cellular response (IFN-γ production, cytotoxic lym‑
phocyte activation) is weaker but can be enhanced by 
adding immunomodulators to the emulsion [18]. An 
important property of oil adjuvants is their ability to 
induce long-lasting immunity: due to the depot effect 
and strong inflammatory stimulation, antibody titers 
remain high for many months after vaccination. It has 
also been noted that oil-based vaccines are less sus‑
ceptible to the effects of maternal antibodies in new‑
born animals, providing active immunity even in the 
presence of passive immunity [19].

Advantages. Oil emulsions are considered among 
the most potent adjuvants [1]. They provide high lev‑
els of antibodies (including neutralizing ones) and 
long-term protection, surpassing aluminum-contain‑
ing vaccines in efficacy [7]. For example, inactivated 
foot-and-mouth disease vaccines with oil adjuvants in‑
duce a faster and stronger immune response than tra‑
ditional vaccines based on aluminum salts with sapo‑
nin [20]. Oil vaccines also better overcome the effect 
of colostral antibodies and can provide early protec‑
tion for animals in case of an epizooty [21]. The cost 
of oil adjuvants is low, the formulations are relative‑
ly simple [7], they are universal for various types of 
antigens (viral, bacterial) and are applicable to differ‑
ent mammalian species.

Disadvantages. The main disadvantage is the high 
reactogenicity of oil adjuvants. Painful inflammation 
often develops at the injection site, and dense granulo‑
mas or cysts, which persist for a long time, may form 
[7, 22]. In cattle, oil-based vaccines can cause tissue 
damage (necrosis) and scarring of the skin (which re‑
duces their commercial value) [16]. In experiments on 
pigs, a comparison of several adjuvants showed that 
oil-based adjuvants caused the most pronounced tis‑
sue reactions — extensive pyogranulomas in the mus‑
cles [23]. In addition, systemic post-vaccination symp‑
toms (fever, decreased weight gain) are more char‑
acteristic of oil-based vaccines [24]. For example, in 
dairy cows, after vaccination with an inactivated foot-
and-mouth disease vaccine, an increase in temperature 
of 1—1.5 °C was observed for ~48 hours and a tem‑
porary decrease in milk yield of ~2 kg per day [24]. 
Therefore, the use of oil-based vaccines may be ac‑
companied by a short-term decrease in productivity. 
Another problem is that accidental self-injection of 
an oil adjuvant into a human (vaccine injection) can 
cause severe local inflammation, which is difficult to 
treat [7]. For this reason, mineral oils are not used in 
human vaccines and require careful handling in vet‑
erinary medicine (labels for such vaccines always in‑
clude warnings about the risk of self-injection by a 
veterinarian). Finally, mineral oils are not biodegrad‑
able and may contain traces of harmful impurities (for 
example, aromatic hydrocarbons), although modern 
preparations are purified. In recent years, easily me‑
tabolized oils have been studied to reduce toxicity. For 
example, squalene (from shark liver) and plant squal‑
anes used in emulsions MF59, AS03, etc. [25]. Such 
oils are completely absorbed in the body and are much 
less reactogenic, although they are inferior in immu‑
nogenicity to mineral analogues [26].

3. Saponin Adjuvants
Main Representatives and Use. Saponins are nat‑

ural glycosides isolated from plants (less commonly 
from marine organisms) that possess pronounced im‑
munostimulatory properties [27]. A classic example 
is the saponin preparation Quil A, obtained from the 
bark of the Quillaja saponaria (soapberry) tree [19]. 
Quil A is a mixture of more than 20 triterpenoid sapo‑
nins and has historically been widely used as an adju‑
vant in veterinary medicine [28]. In particular, foot-
and-mouth disease vaccines for cattle since the 1970s 
have contained a combination of aluminum hydrox‑
ide and Quil A saponin. This formula was the standard 
in many countries [19]. Saponins are also included in 
some modern commercial adjuvants. For example, the 

veterinary drug VetSap® is a purified Quillaja saponin, 
and Matrix-M™ is a nanoparticle matrix of Quillaja 
saponins (designed for human vaccines, for example, 
against malaria and COVID‑19) [29]. Another import‑
ant fraction is QS‑21, a single saponin isolated from 
Quil A. It is less toxic and is therefore used in clini‑
cal trials and some human vaccines (included in adju‑
vants AS01, AS02) [30]. In veterinary medicine, QS‑21 
has not yet found wide use due to the high cost of pu‑
rification [31], but is being studied as a safer replace‑
ment for Quil A [32]. Saponin adjuvants are particu‑
larly effective for vaccines against viral infections that 
require both humoral and cellular immunity [8]. They 
are used, for example, in inactivated vaccines against 
foot-and-mouth disease, porcine reproductive and re‑
spiratory syndrome virus (PRRS), and in experimental 
vaccines against other viruses (including the AS01 ad‑
juvant for malaria and herpes zoster in humans) [33].

Mechanism of action. Saponins have a complex 
effect on the immune system. They are amphiphilic, 
meaning they can interact with both cell membranes 
and soluble molecules [34]. Quil A is capable of form‑
ing special nanostructures (immune stimulatory com‑
plexes (ISCOMs)) when mixed with cholesterol and 
phospholipids [35]. ISCOMs, ~40 nm in size, are effi‑
ciently captured by antigen-presenting cells and simul‑
taneously deliver bound antigen and stimulate recep‑
tors (e. g., NLRP3 inflammasome and possibly some 
Toll-like receptors) [36]. Saponins induce both a strong 
antibody response (Th2) and pronounced cellular im‑
munity (Th1) [34]. They are unique in their ability to 
enhance the cytotoxic response: Quil A and its fractions 
(e. g., QS‑21) stimulate the formation of cytotoxic T 
lymphocytes, likely by activating antigen cross-presen‑
tation via the MHC I pathway in dendritic cells [36]. 
Furthermore, saponins enhance cytokine production: 
increased levels of interleukins (IL‑2, IL‑12) and in‑
terferons (IFN-γ) have been observed, shifting the re‑
sponse toward Th1 and activating cellular immuni‑
ty [32]. Thus, saponin-based adjuvants are capable of 
eliciting a balanced immune response combining neu‑
tralizing antibodies and cellular antiviral protection.

Advantages. Saponin adjuvants are highly effec‑
tive. They significantly enhance the immunogenicity 
of vaccines, enabling both humoral and cellular immu‑
nity to be achieved [36]. In experiments, the addition 
of Quil A to vaccines showed an increase in IgG anti‑
body titers, including IgG2, and an increase in the pop‑
ulation of IFN-γ-producing T lymphocytes [8]. Thus, 
the inclusion of Quil A in the foot-and-mouth disease 
vaccine significantly increased the immune response 
in cattle [19]. In experiments on piglets, Quil A sapo‑
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nin added to a live PRRS vaccine increased the gene 
expression of type I and II interferons and proinflam‑
matory cytokines, improving protection against a het‑
erologous virus strain [3]. So, saponins can increase 
the efficacy of even live vaccines [8]. Another advan‑
tage is that many plant-based saponins are available 
from natural sources or biotechnologically (for exam‑
ple, by growing Quillaja on plantations) [37]. Quil A 
has been successfully used in veterinary medicine for 
several decades.

Disadvantages. The main disadvantage is the po‑
tential toxicity of saponins. They have hemolytic activ‑
ity (destroy red blood cells in case of contact), so they 
should be used in limited doses [31]. Quil A and simi‑
lar raw extracts can cause local irritation, pain during 
injection and granuloma formation in animals [38]. 
Cases of necrosis at the injection site have also been 
described at high doses [8]. In its pure form, Quil A is 
too toxic for use in humans (in addition to local reac‑
tions, it can cause fever and systemic effects) [32]. For 
this reason, less toxic fractions (QS‑21 and others) have 
been isolated for medical use, or encapsulated forms 
of saponins are used, for example, ISCOM matrices, 
where saponin is embedded in a lipid nanoparticle, 
which reduces its direct contact with cells and the pain 
of administration [39]. In veterinary medicine, Quil A 
is considered acceptable. However, precautions are re‑
quired: strict control of the dose, route of administra‑
tion (only intramuscularly, since the risk of reactions 
is higher subcutaneously), and combination with oth‑
er adjuvants to reduce toxicity [40]. Another limitation 
is the low stability of saponins in aqueous solutions 
and during storage [31]. Vaccines containing them are 
more difficult to stabilize during long-term storage, al‑
though modern formulas (e. g., dry nanomatrices with 
saponin) partially solve this problem [39]. We should 
add that the efficacy of saponins can vary greatly be‑
tween species: in non-mammals (birds, fish), saponin 
adjuvants turned out to be significantly less effective 
than in mammals, probably due to differences in the 
immune system [41]. Therefore, Quil A is rarely used 
for poultry and fish or in combination with other types 
of adjuvants [42].

4. Bacterial derivatives 
(lipopolysaccharides, CpG 

oligonucleotides, etc.)
Main representatives and use. This group in‑

cludes bacterial cell components or their synthetic an‑
alogues that are recognized by innate immune recep‑
tors, thereby enhancing the immune response [43, 44]. 
Classic immunostimulants of this type include lipo‑

polysaccharide (LPS) from gram-negative bacteria, a 
potent activator of immune cells via Toll-like receptor 4 
(TLR4) [45]. Due to its high toxicity, full-fledged LPS 
(endotoxin) cannot be used directly, but an attenuated 
version, monophosphoryl lipid A (MPLA), has been 
designed, representing a lipid fragment of LPS with re‑
duced toxicity [9]. MPLA is included in the composi‑
tion of some adjuvants, for example, AS04 (a mixture 
of MPLA with aluminum hydroxide). This adjuvant is 
used in a number of vaccines (against human papillo‑
mavirus, etc.) [46]. In veterinary medicine, MPLA is 
still rarely used, mainly in study vaccines. Another type 
of bacterial adjuvants are immunostimulatory DNA se‑
quences, primarily CpG oligodeoxynucleotides (CpG 
ODN). These are short synthetic DNA fragments en‑
riched in unmethylated CpG motifs, which are charac‑
teristic of the bacterial genome [43]. CpG ODN are rec‑
ognized by TLR9 expressed in B cells and mammalian 
plasmacytoid dendritic cells, causing their activation 
[44]. CpG adjuvants have been studied in various an‑
imals, from mice to cattle, and have shown the ability 
to shift the immune response towards Th1 (increased 
production of IFN-α, IFN-γ) [47]. Some synthetic CpG 
(for example, CpG 1018) are already used in commer‑
cial vaccines for humans (the FDA-approved hepatitis 
B vaccine HEPLISAV-B®), while in veterinary medi‑
cine, these compounds are still in the testing stage. In 
addition to LPS and CpG, bacterial immunomodula‑
tors include toxoids (inactivated bacterial exotoxins 
that themselves have adjuvant activity), components 
of the mycobacterial cell wall (strong Th1 stimulators, 
used in Freund’s complete adjuvant), flagellin (a TLR5 
stimulator), etc. [48]. However, MPLA and CpG re‑
main the most promising and studied [5].

Mechanism of action. Bacterial adjuvants trigger 
the innate immune cascade through activation of pat‑
tern recognition receptors. Lipid A (a component of 
LPS) binds to TLR4 in complex with the MD‑2 recep‑
tor on immune cells, leading to the secretion of proin‑
flammatory cytokines (TNF, IL‑1, IL‑6) and strong 
maturation of dendritic cells [45]. Vaccines contain‑
ing MPLA induce a pronounced Th1 response and en‑
hance IgG2 antibody production due to this inflamma‑
tory activation [9]. CpG ODN mimic bacterial DNA 
and are recognized by the intracellular receptor TLR9 
in mammals and TLR21 in birds [49]. CpG ODNs in‑
teract with TLR9 in the endosomes of plasmacytoid 
dendritic cells and B lymphocytes, which stimulates 
the production of IFN-α and other cytokines, includ‑
ing IL‑12, making CpG ODN one of the most effective 
inducers of the Th1 response and directly activating 
B cells to proliferation and antibody production [50]. 

The result is a powerful induction of cellular immu‑
nity (an increase in the number of Th1 cells, NK cells 
and cytotoxic lymphocytes) and simultaneous adju‑
vant action for the humoral response [47]. These oli‑
gonucleotides are being actively studied as adjuvants 
for veterinary vaccines where strong cellular immuni‑
ty is required [51]. For example, the addition of CpG 
to vaccines in cattle has shown an increase in IFN-γ 
production and an increase in protective antibody ti‑
ters simultaneously [52]. Bacterial adjuvants are also 
effective in mucosal immunization: both LPS and CpG 
can enhance secretory immunity when applied to mu‑
cosal surfaces (they are included in experimental na‑
sal and oral vaccines) [52]. It should be noted that 
many TLR ligands act species-specifically. For exam‑
ple, different animal species have TLR9 with varying 
sensitivity to a given CpG motif. New synthetic CpGs 
are being designed to be panspecific, active across a 
wide range of species. Thus, one CpG variant (called 
CpG 55.2) was found to be active in mice, hamsters, 
ferrets, primates and a number of farm animals [53]. 
Overall, bacterial molecules trigger innate immunity, 
which tunes the body’s subsequent adaptive response 
to the vaccine antigen.

Advantages. Bacterial derivatives are among the 
most potent immune activators. They are particularly 
valuable for enhancing cellular immunity, which is lack 
in other adjuvants [54]. The addition of CpG, for exam‑
ple, can transform a predominantly antibody vaccine 
into a combination vaccine that also induces a T-cell re‑
sponse [47]. In experiments on cattle, the combination 
of an inactivated vaccine with CpG ODN resulted in a 
significant increase in serum IFN-γ concentrations and 
activation of cellular immune cells, compared to the 
vaccine without adjuvant [52]. Bacterial adjuvants are 
also often effective at low doses, which reduces costs 
[55]. Their synthetic versions (e. g., CpG) are chemi‑
cally stable, do not require cold chain conditions, and 
are easy to manufacture [56]. Furthermore, the com‑
bination of such adjuvants with others provides pro‑
nounced synergism [57].

Disadvantages. The problem with using bacteri‑
al derivatives is the high reactogenicity of adjuvants 
and their species specificity. A strong inflammatory 
response induced by LPS or its analogues is fraught 
with adverse reactions, such as fever, decreased ac‑
tivity of the animal, sometimes allergic-like phenom‑
ena (for example, arthritis and uveitis, noted for some 
bacterial adjuvants) [58]. Therefore, not full LPS, but 
attenuated MPLA in limited quantities is used in vac‑
cines. CpG oligonucleotides in high doses can induce 
cytokine release syndrome (cytokine storm), which is 

also dangerous [59]. Another difficulty is species spec‑
ificity: an adjuvant designed for a mouse model may 
not work in cattle due to differences in receptors. For 
example, some CpGs, effective in rodents, turned out 
to be low in efficacy in large primates and pigs [49]. 
Such adjuvants require sequence selection tailored to 
the animal species being vaccinated. However, the de‑
sign of universal molecules active in many animals 
(such as the aforementioned CpG 55.2) is encourag‑
ing. Regulatory issues should also be considered: new 
synthetic adjuvants require thorough safety assess‑
ments before licensing, which prolongs their path to 
commercialization.

5. Nanomaterials and Composite Systems 
(Nanoparticles, Liposomes, etc.)

Main Representatives and Use. The current 
trend in adjuvant design is related to nanotechnolo‑
gy. Nanomaterials represent one of the most prom‑
ising classes of adjuvants, as they combine the func‑
tions of both a delivery system and an immunostimu‑
lant. Their size, comparable to that of viruses (usually 
20—200 nm), facilitates their efficient uptake by an‑
tigen-presenting cells. Such adjuvants include bio‑
degradable polymer microparticles (e. g., polylac‑
tide-co-glycolide, PLGA) [60], liposomes [61], nano‑
gels [62], virus-like particles [63], new generation 
emulsions (based on metabolizable oils) [64], and im‑
mune stimulating complexes (ISCOMs) made from 
saponins [65]. Polymer microparticles (PLGA, poly‑
caprolactone, etc.) are used to encapsulate antigens: 
the antigen inside such particles is protected from de‑
struction and is released gradually, ensuring its con‑
trolled, prolonged release, thereby simulating chronic 
antigenic stimulation [66]. In veterinary vaccinology, 
vaccines based on PLGA nanoparticles against para‑
sitic diseases, nanoparticles for oral vaccines, liposo‑
mal vaccines against viruses, etc. are being studied 
[60]. Liposomes (spherical vesicles made of a phos‑
pholipid bilayer) are capable of incorporating antigens 
(both soluble and membrane-bound) and delivering 
them to antigen-presenting cells [67]. Liposomal ad‑
juvants (e. g., CAF01, a cationic liposome with treha‑
lose dimycolate) exhibit potent activation of both hu‑
moral and cellular immunity and are being studied in 
models of mycobacterial infections and in ruminants 
[68]. In general, nanostructured adjuvants have not yet 
been widely implemented in commercial veterinary 
vaccines, but are considered promising.

Mechanism of action. Nanoparticles combine the 
mechanisms of depot and targeted antigen delivery. 
After injection, biodegradable particles (e. g., PLGA) 
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form microreservoirs in muscle tissue that gradual‑
ly degrade and release the antigen, resulting in pro‑
longed stimulation of the immune system, similar 
to an oil depot [11]. At the same time, the size and 
composition of the nanoparticles are selected so that 
they are effectively phagocytized by dendritic cells 
and macrophages. So, targeted delivery of the anti‑
gen directly to antigen-presenting cells occurs. Some 
nanomaterials have intrinsic adjuvant activity. For ex‑
ample, particles made of lipopolysaccharide (e. g., 
lipid nanodiscs with MPLA) or polysaccharides of 
bacterial origin can activate innate immune recep‑
tors [69]. An example is the Advax adjuvant based 
on δ-inulin particles. Inulin is a plant polysaccharide. 
Its crystalline form enhances antigen uptake by den‑
dritic cells via the DC-SIGN receptor and activates 
the complement system [11, 69]. Advax does not re‑
quire antigen adsorption (the antigen is mixed with 
the particles), recruits neutrophils and macrophages 
to the injection site, and stimulates both humoral 
and cellular responses without significant inflamma‑
tion [69]. Liposomal particles, particularly cation‑
ic ones, can also act as immune adjuvants. They in‑
teract with cell membranes, can transport associated 
dangerous signals (e. g., bacterial lipids), and facil‑
itate antigen delivery into the cytosol, which is im‑
portant for MHC class presentation and activation 
of cytotoxic lymphocytes [11]. Thus, nanomaterials 
often combine the properties of a carrier, depot and 
immunopotentiator.

Advantages. Nanoparticles and liposomes offer 
design flexibility and are expected to have lower re‑
actogenicity. Controlled release of antigen allows the 
design of single-shot vaccines, which is extremely 
important in veterinary medicine to reduce the stress 
and costs of revaccination. In addition, many nano‑
sized carriers are biodegradable and non-toxic: PLGA 
polymers, inulin and chitosan are completely metab‑
olized in the body to natural compounds (lactic acid, 
fructose, etc.). This means the absence of long-last‑
ing substances and, accordingly, minimal local reac‑
tions. For example, according to test data, the Advax 
adjuvant does not cause painful inflammation or tis‑
sue damage in animals, even at high doses, and does 
not lead to the formation of granulomas or ulcers [69]. 
Nanoparticles also make it possible to include such 
vaccine components that are rapidly degraded, such 
as DNA, mRNA or peptide antigens [70]. Liposomal 
systems can be used for mucosal vaccination (nasal, 
oral), protecting the antigen from destruction and de‑
livering it through the mucous membrane to immune 
cells [71]. Furthermore, nanoparticles can be easily 

combined with other immunomodulators. They can 
encapsulate the same saponin or CpG, designing a 
multicomponent adjuvant, which greatly enhances the 
efficacy of immunization, compared to simply mixing 
the components [72]. All these qualities make nano‑
materials very attractive for the design of the next gen‑
eration of veterinary vaccines.

Disadvantages. To date, nanoparticle-based adju‑
vants have not been sufficiently studied or standard‑
ized. Their reproducible industrial production is a 
technological challenge, requiring control of particle 
size, dispersion, surface charge and other parameters. 
Even the slightest changes in the production method 
can affect immunogenicity, requiring detailed regula‑
tions, which complicates the registration of such adju‑
vants. There are also problems with their storage sta‑
bility. For example, liposomes can fuse or oxidize over 
time, while polymer particles can agglomerate, which 
reduces their efficacy. Therefore, it is necessary to de‑
termine and ensure optimal storage conditions (fro‑
zen or dry) [73]. The cost of some nanosized prepara‑
tions is still higher than traditional adjuvants, which 
is important for veterinary vaccines. Finally, careful 
safety studies are required. Although many nanoma‑
terials are individually biocompatible, their interac‑
tion with the immune system may have unexpected 
effects (e. g., overstimulation of certain cytokines or 
autoimmune reactions). However, current research 
demonstrates that, with the right approach to produc‑
tion, nanoscale adjuvants can provide high immuno‑
genicity with minimal adverse reactions. It is expect‑
ed that these shortcomings will be overcome as tech‑
nology advances.

CONCLUSION
Adjuvants play a critical role in the efficacy of vac‑

cines for farm animals. They enable inactivated and 
subunit vaccines to elicit a robust immune response, 
comparable to or even superior to that elicited by natu‑
ral infection. The use of adjuvants has made it possible 
to control many dangerous diseases (foot-and-mouth 
disease, rabies, leptospirosis, coccidiosis, etc.) with‑
out the use of live pathogens. The main types of ad‑
juvants (mineral aluminum salts, oil emulsions, sapo‑
nins, bacterial components and nanoparticles) differ in 
their mechanisms of action, which affects the nature of 
the immunity they generate. Mineral adjuvants are ef‑
fective in enhancing the humoral (antibody) response, 
oil adjuvants create strong and long-lasting immuni‑
ty, and saponins and TLR ligands stimulate cellular 
immunity (Th1, CTL). Combining these adjuvants 
can achieve optimal immunogenicity. However, the 

use of adjuvants requires safety precautions. Overly 
strong adjuvants can cause localized damage (abscess‑
es, granulomas) and systemic reactions (fever, inflam‑
mation), which can reduce animal productivity and 
product quality. Therefore, in practice, doses and ad‑
ministration methods are selected that provide maxi‑
mum benefit with minimal harm.
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Аннотация. В статье приведены результаты по оценке эффективности средства Эковет-А в профилакти‑
ке мастита у коров. Эковет-А представляет собой электрохимически активированный раствор хлоркисло‑
родных и  гидропероксидных соединений. Для исследований сформировали три группы (две опытные 
и одну контрольную) условно здоровых лакирующих коров по 20 голов в каждой. В схему обработки вы‑
мени коров перед доением включали: в 1 опытной группе средство Эковет-А; во 2 опытной группе — сред‑
ство для обработки вымени на основе молочной кислоты. Дезинфицирующие средства применяли в тече‑
ние месяца методом окунания сосков в невозвратный стаканчик на 30 секунд, в контрольной группе ис‑
пользовали воду. В  результате проведенных исследований установлено, что за месячный период 
применения дезинфицирующих средств в преддоильной обработке коров в опытных группах количество 
трещин сосков вымени и случаев мастита относительно контрольного поголовья снизилось на 10—30 %, 
с наилучшим результатом в 1 опытной группе. При применении средства Эковет-А относительно контро‑
ля в молоке коров зарегистрировано снижение количества соматических клеток — в 1,8 раз и КМАФАнМ — 
в 1,5 раза. Таким образом, для профилактики мастита у коров средство Эковет-А может эффективно ис‑
пользоваться в схеме обработки вымени перед доением.
Ключевые слова: средство Эковет-А; электрохимически активированные растворы; коровы; мастит; про‑
филактика
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Воспаление молочной железы (мастит) отно‑
сится к наиболее актуальным проблемам молоч‑
ного скотоводства во всем мире, оказывая значи‑
тельное негативное влияние на экономику живот‑
новодческих хозяйств. По данным исследований 
в России мастит выявляется у 5—36 % коров при 
разовом обследовании стада, а распространенность 
субклинического мастита в некоторых хозяйствах 
достигает 60 %. При этом прослеживается законо‑
мерность между концентрацией коров в хозяйствах 
и степенью распространения мастита. Наименьшее 
количество коров, больных маститом, зарегистри‑
ровано в  индивидуальных крестьянских хозяй‑
ствах. В крупных хозяйствах с поголовьем свыше 

500 коров субклинический мастит регистрируется 
более чем у 30 % дойного стада [1—4].

Воспаление молочной железы приводит к зна‑
чительному снижению продуктивности, сокра‑
щению продолжительности использования коров 
и значительным финансовым затратам на ветери‑
нарные мероприятия. В  полученном от больных 
маститом животных молоке регистрируется ухуд‑
шение биологических и физико-химических харак‑
теристик. Введение такого молока в рацион телят 
увеличивает риск развития у них патологических 
состояний и может быть причиной гибели молодня‑
ка в раннем постнатальном периоде. Содержащиеся 
в молоке больных маститом коров микроорганиз‑
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мы являются источником пищевых интоксикаций 
у людей [5—7].

Мастит является сложным полиэтиологиче‑
ским заболеванием, которое имеет различные 
предрасполагающие экологические и микробные 
причины. К ведущим факторам, способствующим 
возникновению и развитию мастита, относят нару‑
шения правил и технологии доения (завышенный 
вакуум или его колебания, высокая частота пуль‑
сации, использование нестандартной сосковой ре‑
зины, неудовлетворительная преддоильная подго‑
товка вымени). К причинам, также способствую‑
щим возникновению данной патологии, относят 
нарушение температурного режима при содержа‑
нии животных. После отела мастит зачастую раз‑
вивается вследствие интоксикации организма на 
фоне отеков вымени и других послеродовых забо‑
леваний [4, 8, 9].

Микроорганизмы, повсеместно распространен‑
ные в окружающей среде, выступают в качестве 
ключевых патогенов, инициирующих развитие ма‑
стита. В основном, развитие воспалительного про‑
цесса в вымени начинается при попадании патоге‑
на из окружающей среды в организм животного че‑
рез сосковый канал. Возбудителями маститов могут 
быть свыше 140 видов бактерий, включая контаги‑
озные, нормофлору организма животных и микро‑
бов внешней среды, которые вызывают воспаление 
по отдельности или в ассоциациях друг с другом. 
Наиболее распространенными патогенами являют‑
ся стафилококки, кишечная палочка, стрептококки 
и энтерококки [10—12].

Поэтому использование методов, которые сни‑
жают бактериальное загрязнение вымени, явля‑
ется основополагающим аспектом борьбы с ма‑
ститом. Различные исследования показали, что на 
бактериальную обсемененность поверхности мо‑
лочной железы может влиять преддоильная под‑
готовка вымени. 

В этом аспекте дезинфекция сосков является 
распространенной практикой профилактики ма‑
стита, которая может служить эффективным ин‑
струментом в борьбе с данной патологией. В идеа‑
ле средства для обработки вымени до доения дол‑
жны обладать не только дезинфицирующими 
свойствами, но и не вызывать патологических из‑
менений в состоянии кожи и оказывать моющий 
эффект [13—16].

В настоящее время большие перспективы име‑
ет применение электрохимически активированных 
растворов, к которым относится средство Эковет-А, 
являющееся анолитом. Он нетоксичен, обладает 

высокой обеззараживающей активностью, моющи‑
ми и противовоспалительными свойствами [17, 18].

Целью настоящей работы явилось оценка эф‑
фективности средства Эковет-А в  профилактике 
мастита у коров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Средство Эковет-А представляет собой рас‑
твор, полученный путем электрохимической обра‑
ботки хлорида натрия в питьевой воде. Его состав 
представлен хлоркислородными и гидропероксид‑
ными соединениями: хлорноватистая кислота (50—
95 %); диоксид хлора (1—7 %); пероксид водоро‑
да (3—8 %); другие пероксидные и супероксидные 
соединения (1—5 %). Концентрация оксидантов 
в пересчете на активный хлор составляет 0,5 г/л.

Исследования проведены в   условиях 
ООО «МТФ «Рассвет» (г. Грозный, Чеченская 
Республика) на коровах голштино-фризской поро‑
ды. В хозяйстве используется беспривязный спо‑
соб содержания животных, доение коров трехра‑
зовое — в молокопровод.

Для опыта по методу групп-аналогов с учетом 
массы тела, возраста и физиологического статуса 
сформировали три группы (две опытные и  одну 
контрольную) условно здоровых коров по 20 го‑
лов в каждой. 

В экспериментальный период опытные и кон‑
трольные коровы находились на однотипном ра‑
ционе, в равных условиях содержания и доения. 
Преддоильная обработка сосков опытных коров 
проходила с  использованием в  1 опытной груп‑
пе средства Эковет-А, а во 2 опытной группе — 
средства для обработки вымени до доения на ос‑
нове молочной кислоты «ANKAR BEFORE OXY 
FOAM» (которое используется в  данном хозяй‑
стве). Указанные средства применяли в течение ме‑
сяца — методом окунания сосков в невозвратный 
стаканчик продолжительностью 30 секунд, в кон‑
трольной группе использовали воду.

На протяжении всего периода исследований 
наблюдали за состоянием вымени коров опыт‑
ной и контрольной групп — визуально и с помо‑
щью пальпации. В начале и конце опыта проводи‑
ли контрольные утренние дойки с отбором проб 
молока от каждой коровы, которые отправляли 
в ГБУ «Республиканская ветеринарная лаборато‑
рия». Отбор проб, подготовку молока к исследова‑
ниям и органолептическую оценку осуществляли 
по ГОСТ Р ИСО 22935—2—2011 «Молоко и мо‑
лочные продукты. Органолептический анализ».

Для скрининговой диагностики мастита у ко‑
ров использовали препарат Кенотест (производи‑
тель Cid Lines, Бельгия). Количественное определе‑
ние соматических клеток в молоке проводилось на 
приборе на «Соматос-Мини», а качественные по‑
казатели молока — массовую долю жира (МДЖ), 
белка (МДБ) и сухого обезжиренного молочного 
остатка (СОМО) определяли с помощью прибора 
«Лактан 1—4 М». Количество мезофильных аэроб‑
ных и факультативно анаэробных микроорганиз‑
мов (КМАФАнМ) в молоке определяли методом 
подсчета колоний на плотных питательных средах.

Полученные цифровые данные обработаны ме‑
тодами вариационной статистики с определением 
достоверности значений по t-критерию Стьюдента 
и считали их достоверными при уровне значимо‑
сти р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В результате проведенных исследований уста‑

новлено, что за месячный период применения дез‑
инфицирующих средств в преддоильной обработке 
молочной железы коров в опытных группах сни‑
зилось количество трещин сосков вымени относи‑
тельно контроля (рис. 1). В начале опыта трещины 
сосков вымени зарегистрированы у 50 % опытных 
коров и  у  55 % контрольных. К  концу экспери‑
ментального периода у контрольных коров пока‑
затель увеличился до 65 %, а  в  1 опытной груп‑
пе снизился до 35 %, во 2 опытной группе — до 
45 %. Следовательно применение дезинфицирую‑
щего средства Эковет-А в преддоильной обработ‑
ке вымени коров снижает количество трещин сос‑
ков относительно контроля на 30 %, а относитель‑
но средства сравнения — на 10 %.

Рис. 1. Количество коров с трещинами сосков вымени при изучении профилактической эффективности 
средства Эковет-А (n = 20)

Применение дезинфицирующих средств в схе‑
ме преддоильной обработки вымени коров поло‑
жительно отразилось на заболеваемости животных 
маститом. На начало опыта в группы отбирались 
коровы без клинических признаков воспаления мо‑
лочной железы и нормальным уровнем соматиче‑
ских клеток. Далее в течение месячного опытного 
периода в  контрольной группе коров диагности‑
ровано 3 (15 %) случая клинического мастита и 5 
(25 %) — субклинического. Общее число больных 
маститом коров в контрольной группе составило 
40 %. В 1 опытной группе при применении дезин‑

фицирующего средства Эковет-А клинического ма‑
стита у коров не установлено, а субклинический 
мастит выявлен у 2 (10 %) животных. Во 2 опыт‑
ной группе при применении средства «ANKAR 
BEFORE OXY FOAM» клинический мастит диа‑
гностирован у одной коровы (5 %), а субклиниче‑
ский — у 3 (15 %) животных. 

Общее число больных маститом коров за пе‑
риод эксперимента в 1 опытной группе составило 
10 %, во 2 опытной группе — 20 %. Следовательно 
использование дезинфицирующего средства 
Эковет-А в преддоильной обработке вымени коров 
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снижает воспаление молочной железы на 30 % от‑
носительно контроля и на 10 % относительно сред‑
ства сравнения.

В количестве соматических клеток в молоке ко‑
ров на конец опыта выявлена разница между груп‑
пами — эти данные представлены в таблице 1.

		  Таблица 1 
Влияние дезинфицирующего средства Эковет-А на количество 
соматических клеток и КМАФАнМ в молоке коров (n = 20)

Группы Количество соматических клеток, 
в 1 см3 КМАФАнМ, КОЕ / см3

1 опытная 3,5∙105 ± 0,15* 3,1∙105 ± 0,04*

2 опытная 4,6∙105 ± 0,19* 3,9∙105 ± 0,11

3 контрольная 6,2∙105 ± 0,22 4,7∙105 ± 0,07

Норматив для сорта молока по ГОСТ 52054—2023, не более

Высшего 2,5∙105 1,0∙105

Первого 4,0∙105 3,0∙105

Второго 7,5∙105 5,0∙105

	 *	p < 0,05 относительно контроля

В 1 опытной группе при применении дезин‑
фицирующего средства Эковет-А в  преддоиль‑
ной обработке вымени коров относительно кон‑
троля достоверно (p < 0,05) в  1,8 раз было сни‑
жено количество соматических клеток в  молоке 
и КМАФАнМ — в 1,5 раз. Во 2 опытной группе 
при применении средства «ANKAR BEFORE OXY 
FOAM» разница с 3 контрольной группой соста‑
вила по количеству соматических клеток — 34,8 % 
(p < 0,05) и по КМАФАнМ — 17,1 %.

При оценке в конце опыта качественных пока‑
зателей молока достоверной разницы между груп‑
пами выявлено не было, однако присутствует тен‑
денция в повышении массовой доли белка в молоке 
коров 1 опытной группы — с разницей в абсолют‑
ных процентах 0,3 %.

Выводы. Таким образом, приведёнными иссле‑
дованиями установлено, что обработка вымени ко‑
ров дезинфицирующим средством Эковет-А перед 
доением в течение 30 дней обеспечивает сниже‑
ние в молоке количества соматических клеток — 
в 1,8 раз и КМАФАнМ — в 1,5 раза. Использование 
дезинфицирующих средств в преддоильной обра‑
ботке коров уменьшает количество трещин сос‑
ков вымени и случаев мастита относительно кон‑
трольного поголовья на 10—30 %, с  наилучшим 
результатом в 1 опытной группе при применении 
средства Эковет-А.

СПИСОК ИСТОЧНИКОВ
1. Востроилова Г. А. Эффективность комплексной 

схемы лечения мастита у коров с применением препа‑
рата «Диомаст — КРС» и Липотона / Г. А. Востроило‑
ва, В. А. Грицюк, Л. В. Ческидова [и др.] // Ветеринар‑
ный фармакологический вестник.  — 2025.  — № 1 
(30). — С. 51—62.

2. Брюхова И. В. Изучение влияния препарата «При‑
малакт» на организм и молочную железу лактирующих 
коров  / И. В. Брюхова, Н. Т. Климов, Н. А. Хохлова, 
Ю. А. Чаплыгина // Аграрный вестник Урала. — 2020. — 
№ 3(194). — С. 49—56. doi: 10.32417/1997-4868-2020-
194-3-49-56

3. Ларионов Г. А. Профилактика и лечение субкли‑
нического мастита коров: монография / Г. А. Ларионов, 
Л. М. Вязова, И. В. Царевский. — Чебоксары, 2016. — 
132 с. — ISBN978—5—9908745—9—6.

4. Андреева А. А. Этиология и эпизоотология масти‑
та коров (аналитический обзор) / А. А. Андреева, Евгра-
фова В. А., М. С. Воронина [и др.] // Ветеринария сего‑
дня. — 2024. — № 13 (1). — С. 27—35. doi: 10.29326/2304-
196X‑2024-13-1-27-35

5. Корчагина А. А. Эффективность применения пре‑
парата Триолакт при терапии субклинического мастита 
у коров в период лактации / А. А. Корчагина, Г. А. Вост‑
роилова, Н. Т. Климов [и др.] // Вопросы нормативно-
правового регулирования в  ветеринарии.  — 2019.  — 
№ 3. — С. 88—90. doi: 10.17238/issn2072-6023.2019.3.88

6. Слободяник В. И. Иммунологические аспекты 
борьбы с маститом коров: Монография / В. И. Слободя‑

ник, Н. Т. Климов, Л. В. Ческидова, Е. В. Зверев. — Во‑
ронеж: «Истоки», 2020. — 221 с.

7. El-Sayed A. Bovine mastitis prevention and control 
in the post-antibiotic era / A. El-Sayed, M. Kamel // Trop 
Anim Health Prod. — 2021. — Vol. 53 (2). — P. 236. doi: 
10.1007/s11250-021-02680-9

8. Михалев В. И. Автоматизированное доение и за‑
болеваемость коров маститом / В. И. Михалев, В. И. Зим‑
ников // Вестник Российского университета дружбы на‑
родов. Серия: Агрономия и животноводство. — 2024. — 
Т.  19, № 3.  — С.  507—516. doi: 10.22363/2312-
797X‑2024-19-3-507-516

9. Ruegg P. L. A 100‑Year Review: Mastitis detection, 
management, and prevention / P. L. Ruegg // J. Dairy Sci. — 
2017. — Vol. 100 (12). — P. 10381—10397. doi: 10.3168/
jds.2017-13023. PMID: 29153171

10. Зимников В. И. Иммуно-биохимический статус 
крови клинически здоровых и больных маститом лак‑
тирующих коров при применении рекомбинантного ин‑
терферона — лямбда / В. И. Зимников, Т. И. Ермакова // 
Ветеринарный фармакологический вестник. — 2024. — 
№ 4 (29).  — С.  128—141. doi: 10.17238/issn2541-
8203.2024.4.128

11. Захарова О. А. Маститы коров: этиология, диа‑
гностика, лечение, профилактика, качество молока  / 
О. А. Захарова, Д. Е. Кучер, О. В. Евдокимова [и др.] // 
Рязань: Рязанский государственный агротехнологиче‑
ский университет им. П. А. Костычева, 2023. — 183 с.

12. Alawneh J. I. Efficacy of a Lactobacillus-Based Teat 
Spray on Udder Health in Lactating Dairy Cows  / 
J. I. Alawneh, A. S. James, N. Phillips, et al.  // Front Vet 
Sci. — 2020 — Vol. 23 (7). — P. 584436. doi: 10.3389/
fvets.2020.584436

13. Зуев Н. П. Лечение и профилактика маститов ко‑
ров  / Н. П. Зуев, Н. С. Тучков  // Вестник Вятского 
ГАТУ. — 2023. — № 3 (17). — С. 7.

14. Kalińska A. Silver and Copper Nanoparticles as the 
New Biocidal Agents Used in Pre- and Post-Milking Dis‑
infectants with the Addition of Cosmetic Substrates in Dairy 
Cows  / A. Kalińska, S. Jaworski, M. Wierzbicki, et al.  // 
Int J. Mol Sci. — 2023. — Vol.  24 (2). — P.  1658. doi: 
10.3390/ijms24021658

15. Skowron K. Comparison of the effectiveness of dip‑
ping agents on bacteria causing mastitis in cattle / K. Skow‑
ron, A. Sękowska, A. Kaczmarek, et al. //Ann Agric Envi‑
ron Med.  — 2019.  — Vol.  26 (1).  — P.  39—45. doi: 
10.26444/aaem/82626

16. Fitzpatrick S. R. Effect of Pre-Milking Teat Foam 
Disinfection on the Prevention of New Mastitis Rates in 
Early Lactation / S. R. Fitzpatrick, M. Garvey, J. Flynn, et 
al. // Animals (Basel). — 2021. — Vol. 11 (9). — P. 2582. 
doi: 10.3390/ani11092582

17. Шерешкова С. Е. Сравнительная бактерицидная 
и  дезинфицирующая активность препаратов «Анолит 
АНК Супер» и «Анолит АНК Супер + ЧАС» / С. Е. Ше‑
решкова, Н. И. Попов, И. В. Кущ [и др.] // Российский 
журнал Проблемы ветеринарной санитарии, гигиены 
и экологии. — 2023. — № 4 (48). — С. 398—404. doi: 
10.36871/vet.san.hyg.ecol.202304002

18. Ипатова Л. Г. Возможности применения дезин‑
фицирующего средства Анолит АНК СУПЕР в меди‑
цинских организациях / Л. Г. Ипатова, С. Д. Марченко, 
Т. В. Потупчик // Врач. — 2021. — Т. 32, № 5. — С. 67—
74. doi: 10.29296/25877305-2021-05-13

ИНФОРМАЦИЯ ОБ АВТОРАХ�
А. Ш. Абдулхажиева — соискатель отдела фармакологии;
Е. В. Кузьминова — доктор ветеринарных наук, главный научный сотрудник отдела фармакологии;
К. А. Железнякова — кандидат экономических наук, старший научный сотрудник отдела фармакологии.

Статья поступила в редакцию 08.09.2025.



Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 4 (33) • 2025	 83

Efficacy of Ecovet-A in the prevention of bovine mastitis

82	 Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 4 (33) • 2025

CLINICAL PHARMACOLOGY

Original article 
UDC 619:615.4 / 619:618

EFFICACY OF ECOVET-A 
IN THE PREVENTION OF BOVINE MASTITIS

Ayset Shaamanovna Abdulkhazhieva*, Elena Vasilyevna Kuzminova**, 
Kseniya Andreevna Zheleznyakova***

*Krasnodar Research Center for Zootechnics and Veterinary Medicine,  
Krasnodar, Russia, karina‑428@mail.ru, https:orcid.org/0000-0002-3824-4700
**Krasnodar Research Center for Zootechnics and Veterinary Medicine,  
Krasnodar, Russia, niva1430@mail.ru, https:orcid.org/0000-0003-4744-0823
***Krasnodar Research Center for Zootechnics and Veterinary Medicine,  
Krasnodar, Russia, ksenia.andreevna0708@gmail.com, https://orcid.org/0000-0002-9407-0768

Abstract. The article presents the results of assessing the efficacy of Ecovet-A in the prevention of bovine mas‑
titis. Ecovet-A is an electrochemically activated solution of chlorine-oxygen and hydroperoxide compounds. For 
the study, three groups (two experimental and one control) of conditionally healthy lactating cows were formed, 
with 20 animals in each one. The scheme for treating the cows’ udders before milking included: in the first exper‑
imental group — Ecovet-A; in the second experimental group — an udder treatment agent based on lactic acid. 
Disinfectants were applied for a month by dipping the teats into a non-returnable cup for udder treatment for 30 
seconds, while water was used in the control group. The conducted studies have established that over the month‑
ly period of using disinfectants in the pre-milking treatment of cows in the experimental groups, the number of 
teat cracks and cases of mastitis decreased by 10—30 %, compared to the control herd, with the best result in the 
first experimental group. When using Ecovet-A, a 1.8‑fold reduction in somatic cell count and a 1.5‑fold reduc‑
tion in QMAFAnM were recorded in cows’ milk, relative to the control. Therefore, Ecovet-A can be effectively 
used as part of a pre-milking udder treatment regimen for the prevention of bovine mastitis.
Keywords: Ecovet-A, electrochemically activated solutions, cows, mastitis, prevention
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Inflammation of the mammary gland (mastitis) 
is one of the most pressing problems in dairy farm‑
ing worldwide, significantly affecting the economics 
of livestock farms. According to research in Russia, 
mastitis is detected in 5—36 % of cows during a sin‑
gle herd examination, and the incidence of subclinical 
mastitis on some farms reaches 60 %. A correlation is 
observed between the concentration of cows on farms 
and the incidence of mastitis. The lowest number of 
cows with mastitis is recorded on individual farms. On 
large farms with over 500 cows, subclinical mastitis is 
recorded in more than 30 % of the dairy herd [1—4].

Inflammation of the mammary gland leads to a 
significant reduction in productivity, a shortened lifes‑
pan of cows and significant financial costs for veter‑
inary care. Milk from animals with mastitis exhib‑
its deterioration in the biological and physicochemi‑
cal properties. Introducing such milk into the calf diet 
increases the risk of pathological conditions develop‑

ment and can cause death in the early postnatal pe‑
riod. Microorganisms contained in the milk of cows 
with mastitis are a source of food poisoning in hu‑
mans [5—7].

Mastitis is a complex, multifactorial disease with 
various environmental and microbial causes. Leading 
factors contributing to the onset and development of 
mastitis include improper milking practices and tech‑
niques (excessive or fluctuating vacuum, high pulsa‑
tion frequency, use of substandard milking liner, and 
inadequate pre-milking udder preparation). Other fac‑
tors contributing to the development of this pathology 
include inadequate temperature control during animal 
keeping. After calving, mastitis often develops as a re‑
sult of intoxication, resulting from udder edema and 
other postpartum diseases [4, 8, 9].

Microorganisms ubiquitous in the environment 
act as key pathogens initiating the mastitis develop‑
ment. Inflammatory processes in the udder generally 

begin when a pathogen from the environment enters 
the animal’s body through the teat canal. Mastitis can 
be caused by over 140 species of bacteria, including 
contagious bacteria, normal animal flora and environ‑
mental microbes that cause inflammation individual‑
ly or in combination. The most common pathogens 
are staphylococci, E. coli, streptococci and entero‑
cocci [10—12].

Therefore, the use of methods that reduce bacteri‑
al contamination of the udder is a fundamental aspect 
of mastitis control. Various studies have shown that 
pre-milking udder preparation can affect bacterial con‑
tamination of the mammary gland surface. In this re‑
gard, teat disinfection is a common practice for masti‑
tis prevention and can serve as an effective tool in the 
fight against this pathology. Ideally, pre-milking ud‑
der treatment products should not only have disinfec‑
tant properties but also be non-pathogenic and have a 
cleansing effect [13—16].

Currently, the use of electrochemically activated 
solutions, such as Ecovet-A, an anolyte, shows great 
promise. It is non-toxic, has high disinfectant activi‑
ty, cleaning and anti-inflammatory properties [17, 18].

The research objective was to assess the effica‑
cy of Ecovet-A in the prevention of bovine mastitis.

MATERIAL AND METHODS
Ecovet-A is a solution obtained by electrochemi‑

cal treatment of sodium chloride in drinking water. Its 
composition includes oxychloride and hydroperoxide 
compounds: hypochlorous acid (50—95 %), chlorine 
dioxide (1—7 %), hydrogen peroxide (3—8 %) and 
other peroxide and superoxide compounds (1—5 %). 
The concentration of oxidants, calculated as active 
chlorine, is 0.5 g/L.

The study was conducted at CDF Rassvet LLC 
(Groznyy, Chechen Republic) on Holstein-Friesian 
cows. The farm uses loose keeping, and the cows are 
milked three times a day through a milk pipeline.

For the study, three groups (two experimental and 
one control) of apparently healthy cows, 20 animals 
in each one, were formed using the analogous group 
method based on body weight, age and physiologi‑
cal status. 

During the experimental period, the experimen‑
tal and control cows were fed the same diet and were 
kept under the same keeping and milking conditions. 
Pre-milking teat treatment was performed on the ex‑
perimental cows in Group 1 using Ecovet-A, while 
pre-milking teat treatment with the lactic acid-based 
ANKAR BEFORE OXY FOAM (which is used on 
this farm) udder treatment was used in Group 2. The 

indicated means were used for a month by dipping the 
teats into a non-returnable cup for udder treatment for 
30 seconds; water was used in the control group.

Throughout the study period, the udder condi‑
tion of cows in the experimental and control groups 
was monitored visually and by palpation. At the be‑
ginning and end of the study, morning milking oper‑
ations were performed, with milk samples collected 
from each cow and sent to the Republican Veterinary 
Laboratory. Sampling, milk preparation for testing and 
organoleptic assessment were carried out in accordance 
with GOST R ISO 22935—2—2011 Milk and Dairy 
Products. Organoleptic Analysis.

For screening diagnostics of bovine mastitis, 
Kenotest (manufactured by Cid Lines, Belgium) was 
used. Quantitative determination of somatic cells in 
milk was performed using a Somatos-Mini device, and 
milk quality indicators (mass fraction of fat (MFF), 
mass fraction of protein (MFP) and nonfat milk solids 
(NFMS)) were determined using a Laktan 1—4 M de‑
vice. The quantity of mesophilic aerobic and faculta‑
tive anaerobic microorganisms (QMAFAnM) in milk 
was determined by counting colonies on solid nutri‑
ent media.

The obtained digital data were processed using 
variation statistics, with the Student’s t-test used to 
determine the reliability of the values. A significance 
level of p ≤ 0.05 was considered significant.

STUDY RESULTS
The study revealed that over a month-long period 

of using disinfectants in pre-milking treatment of the 
mammary glands of cows, the incidence of teat cracks 
in the udders of the experimental groups decreased, rel‑
ative to the control group (Fig. 1). At the beginning of 
the experiment, teat cracks were recorded in 50 % of 
the experimental cows and 55 % of the control cows. 
By the end of the experimental period, the incidence 
increased up to 65 % in the control cows, decreased to 
35 % in the first experimental group, and decreased to 
45 % in the second experimental group. Consequently, 
the use of Ecovet-A disinfectant in pre-milking treat‑
ment of the udders of cows reduced the incidence of 
teat cracks by 30 %, relative to the control group, and 
by 10 %, relative to the comparison product.

The use of disinfectants in the pre-milking udder 
treatment regimen had a positive effect on the incidence 
of bovine mastitis. At the beginning of the experiment 
(experiment onset), the cows without clinical signs of 
mammary gland inflammation and with a normal so‑
matic cell count were selected for each group. During 
the month-long experimental period, 3 (15 %) cases 
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of clinical mastitis and 5 (25 %) cases of subclinical 
mastitis were diagnosed in the control group of cows. 
The total number of cows with mastitis in the control 
group was 40 %. In the first experimental group, when 
using the disinfectant Ecovet-A, clinical mastitis was 
not detected in cows, and subclinical mastitis was de‑
tected in 2 (10 %) animals. 

In the second experimental group, when using 
the product ANKAR BEFORE OXY FOAM, clinical 

mastitis was diagnosed in one cow (5 %), and subclin‑
ical mastitis was diagnosed in 3 (15 %) animals. The 
overall incidence of bovine mastitis during the exper‑
imental period was 10 % in the experimental group 1 
and 20 % in the experimental group 2. Consequently, 
the use of Ecovet-A disinfectant in pre-milking udder 
treatment reduced mammary gland inflammation by 
30 %, relative to the control, and by 10 %, relative to 
the comparison product.

Fig. 1. Number of cows with cracked teats in the study of the preventive efficacy of Ecovet-A (n = 20)

A difference in the somatic cell count in the cows’ 
milk at the end of the experiment (experiment termi‑

nation) was revealed between the groups. These data 
are presented in Table 1.

		  Table 1 
Effect of the disinfectant Ecovet-A on the somatic cell count and QMAFAnM in cows’ milk (n = 20)

Groups Somatic cell count, in 1 cm3 QMAFAnM, CFU/cm3

Experimental 1 3.5∙105 ± 0.15 * 3.1∙105 ± 0.04*

Experimental 2 4.6∙105 ± 0.19* 3.9∙105 ± 0.11

Experimental 3 6.2∙105 ± 0.22 4.7∙105 ± 0.07

Standard for milk grade according to GOST 52054—2023, no more than

Highest 2.5∙105 1.0∙105

First 4.0∙105 3.0∙105

Second 7.5∙105 5.0∙105

	 *	p < 0.05, relative to the control

In the first experimental group, the use of Ecovet-A 
disinfectant for pre-milking udder treatment of cows 
significantly (p < 0.05) reduced the somatic cell count 
in milk by 1.8 times and the QMAFAnM — by 1.5 
times, compared to the control group. In the second ex‑
perimental group, the use of ANKAR BEFORE OXY 
FOAM resulted in a 34.8 % (p < 0.05) difference in 
the somatic cell count and a 17.1 % difference in the 
QMAFAnM, compared to the third control group.

When assessing milk quality indicators at the end 
of the experiment, no significant differences were 
found between the groups. 

However, there was a trend toward an increase in 
the mass fraction of protein in the milk of cows in the 
first experimental group, with an absolute percentage 
difference of 0.3 %.

CONCLUSION
Thus, the presented research has established that 

pre-milking treatment of cows’ udders with Ecovet-A 
disinfectant for 30 days reduces somatic cell count in 
milk by 1.8 times and QMAFAnM — by 1.5 times. 
The use of disinfectants in pre-milking treatment of 
cows reduces the incidence of teat cracks and masti‑
tis by 10—30 %, relative to the control cattle stock, 
with the best results in the first experimental group us‑
ing Ecovet-A.
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Аннотация. В настоящее время научные исследования, связанные с разработкой поликомпонентных про‑
биотиков, состав которых дополнен фитобиотическими или минеральными веществами, относят к акту‑
альным направлениям фармакологии. Кормовая добавка сиолакт представляет собой комплекс лакто- и би‑
фидобактерий с природным алюмосиликатным минералом. Цель работы состояла в оценке влияния сио‑
лакта на продуктивность и биохимические показатели крови цыплят-бройлеров. Исследования проведены 
на 60 цыплятах-бройлерах кросса Arbor Acres, из которых по принципу пар-аналогов было сформирова‑
но две группы по 30 особей (опытная и контрольная) в каждой. Цыплята из опытной группы с 5 по 42 дни 
жизни получали кормовую добавку сиолакт (0,1 % от массы комбикорма). Контрольная группа находилась 
на основном рационе. В результате проведенных исследований установлено, что сиолакт оказывает поло‑
жительное влияние на метаболизм птицы, проявляющееся улучшением показателей белкового и углевод‑
ного обменов, а также маркеров состояния печени. Введение в рацион цыплят кормовой добавки способ‑
ствует увеличению приростов массы тела птицы при разнице с контролем в 4,57 % (p ≤ 0,05) к 42 дню жиз‑
ни, а также повышает сохранность поголовья на 6,7 %.
Ключевые слова: кормовая добавка сиолакт, пробиотики, алюмосиликаты, цыплята-бройлеры, масса тела; 
кровь, биохимические показатели
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Птицеводство представляет собой одну из наи‑
более интенсивных и динамично развивающихся 
отраслей агропромышленного комплекса страны, 
играющую ключевую роль в  обеспечении насе‑
ления высококачественными продуктами пита‑
ния. Указ Президента Российской Федерации от 
28.02.2024 года № 145 «О Стратегии научно-тех‑
нологического развития Российской Федерации» 
определяет научно-технологические приоритеты, 
которые нацелены, в том числе, и на обеспечение 
продовольственной независимости России. В этом 
направлении особое внимание уделяется инноваци‑
ям в кормопроизводстве, селекции и генетике жи‑
вотных, ветеринарной медицине, а также в обла‑
сти переработки и хранения сельскохозяйственной 
продукции. Поэтому разработка и внедрение сба‑

лансированных рационов кормления и биологиче‑
ски активных добавок, а также современных фар‑
макологических средств для профилактики и лече‑
ния заболеваний сельскохозяйственной животных 
относится к приоритетным направлениям научных 
исследований [1—3].

В контексте данной проблемы перспективы 
имеет применение в животноводстве пробиотиков 
(от греч. pro — «для», bios — «жизнь»), состоящих 
из микроорганизмов, которые оказывают положи‑
тельный эффект на здоровье организма-хозяина. 

Проводимые исследования свидетельствуют 
о том, что применение пробиотиков позволяет сни‑
зить уровень заболеваемости поголовья на птице‑
фабриках за счет повышения резистентности орга‑
низма птиц к патогенным микроорганизмам. Кроме 
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того, пробиотики способствуют нормализации ки‑
шечной микрофлоры и улучшению пищеваритель‑
ных процессов, что приводит к более эффективно‑
му использованию кормов и, как следствию, к сни‑
жению себестоимости производства. В процессе 
выращивания молодняка птицы пробиотики де‑
монстрируют свою эффективность в увеличении 
приростов массы тела, что обусловлено их способ‑
ностью стимулировать метаболические процессы, 
направленные на синтез белков и рост мышечной 
ткани. Таким образом, применение пробиотиков яв‑
ляется важным инструментом в современных тех‑
нологиях интенсивного птицеводства, направлен‑
ным на повышение продуктивности и экономиче‑
ской эффективности производства [4—8].

К эффективным средствам, широко применяе‑
мым в животноводстве, относят алюмосиликатные 
минералы. Этот класс природных соединений об‑
ладает уникальным комплексом физико-химиче‑
ских характеристик, включающих высокую ад‑
сорбционную и каталитическую активность, спо‑
собность к ионному обмену и др. 

А наличие в составе биологически активных 
веществ с разносторонней фармакологической ак‑
тивностью оказывает значительное положительное 
влияние на физиологические процессы организма. 
Широта биологических свойств алюмосиликатных 
минералов обуславливает их эффективное приме‑
нение в ветеринарной медицине, сельском хозяй‑
стве и пищевой промышленности [9—11].

При этом биологическое действие алюмоси‑
ликатных минералов можно значительно усилить, 
создавая на их основе лечебно-профилактические 
средства, обладающие антитоксическими, гепато‑
протективными, антиоксидантными, иммуномоду‑
лирующими и другими свойствами, способными 
потенцировать терапевтический эффект при лече‑
нии различных патологических состояний и нару‑
шений обмена веществ [12, 13].

В последнее время ведутся активные научные 
исследования, направленные на разработку поли‑
компонентных пробиотиков, состав которых до‑
полнен фитобиотическими или минеральными ве‑
ществами [14—16].

С учетом вышеизложенного в Краснодарском 
научно-исследовательском ветеринарном инсти‑
туте  — обособленном структурном подразделе‑
нии ФГБНУ КНЦЗВ разработана пробиотическая 
кормовая добавка сиолакт, в состав которой вхо‑
дит комплекс лакто- и  бифидобактерий, природ‑
ный алюмосиликатный минерал и полисахарид ра‑
стительного происхождения.

Целью настоящей работы явилось оценка влия‑
ния кормовой добавки сиолакт на продуктивность 
и биохимические показатели крови цыплят-брой‑
леров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования проведены в условиях вивария 
ФГБНУ КНЦЗВ на цыплятах-бройлерах кросса 
Arbor Acres. В эксперименте было задействовано 
60 голов птицы, из которых по принципу пар-анало‑
гов сформировано две группы по 30 особей (опыт‑
ная и контрольная) в каждой. Условия содержания 
для всех цыплят были идентичными — групповым 
методом в клетках. В первые три дня жизни (урав‑
нительный период) птица получала гранулирован‑
ный престартерный комбикорм. С 5 по 14 дни — 
комбикорм «Старт», с 15 дня — «Рост», а с 28 дня 
до убоя в 42 дня — «Финиш». Все корма были сба‑
лансированы по питательным веществам, витами‑
нам, аминокислотам и микроэлементам. Цыплята 
опытной группы с 5 до 42 дня жизни получали кор‑
мовую добавку сиолакт (0,1 % от массы комбикор‑
ма), тогда как контрольная группа находилась толь‑
ко на основном рационе.

Интенсивность роста цыплят-бройлеров оце‑
нивалась по изменению их массы тела на 5, 14, 28 
и  42  сутки жизни. Клиническое состояние и  со‑
хранность поголовья контролировалось ежеднев‑
но. Для лабораторных исследований у 10 голов из 
каждой группы в конце эксперимента была отобра‑
на кровь, в которой определялся ряд биохимиче‑
ских показателей при помощи автоматизированно‑
го анализатора Vitalab Flexor.

Статистическая обработка результатов иссле‑
дования проводилась путем вычисления среднего 
арифметического значения (М), ошибки среднего 
арифметического значения (m), и представлялась 
в виде M ± m. Различия между опытными группа‑
ми и  контролем оценивались с  помощью крите‑
рия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В результате проведенных исследований уста‑

новлено, что введение в рацион цыплят-бройлеров 
кормовой добавки сиолакт способствовало увели‑
чению приростов массы тела птицы (рис. 1).

В начале опыта птица как опытной, так и кон‑
трольной групп характеризовалась практически 
идентичной фоновой массой тела. У  опытных 
цыплят средняя масса тела по группе составила 
156,4 ± 1,26  г, а  у  контрольных  — 155,9 ± 1,14 г. 

К концу эксперимента (на 42 сутки) опытная груп‑
па продемонстрировала значительно более вы‑
сокие результаты по приростам массы тела, до‑
стигнув значений 2459,3 ± 20,61 г, в то время как 
в контрольной группе средний показатель соста‑
вил 2351,6 ± 18,43 г. Анализ динамики показате‑
лей массы тела цыплят выявил различия между 
группами на всех контрольных точках гравиме‑
трических исследований -– в  пользу бройлеров, 

получавших сиолакт. При этом, на 14 сутки экспе‑
римента межгрупповые различия были незначи‑
тельными, составляя 1,16 %, на 28 сутки разрыв 
увеличился до 4,25 %, а на 42 сутки — до 4,57 % 
(p ≤ 0,05), что свидетельствует о накопительном эф‑
фекте в начальном периоде применения пробиоти‑
ческого комплекса и о дальнейшем стабильном по‑
ложительном эффекте сиолакта на приросты цып‑
лят-бройлеров.

Рис. 1. Влияние кормовой добавки сиолакт на динамику массы тела цыплят-бройлеров

При оценке сохранности птицы установлено, 
что в опытной группе показатель выживаемости 
птицы за период опыта составил 100 %, что сви‑
детельствует о высокой устойчивости бройлеров 
к стрессовым факторам и инфекциям. В контроль‑
ной группе был зафиксирован падеж двух брой‑
леров, что составило 6,7 % от поголовья группы.

В конце экспериментального периода в сыво‑
ротке крови цыплят-бройлеров были определены 
биохимические показатели, характеризующие фар‑
макологическое влияния кормовой добавки сиолакт 
на основные виды обмена веществ. На рисунке 2 
представлены определяемые показатели углевод‑
но-белкового обмена в сыворотке крови цыплят-
бройлеров.

Анализ полученных данных показал, что уро‑
вень общего белка в сыворотке крови цыплят опыт‑
ной группы был на 9,68 % (p ≤ 0,05) выше значе‑
ний контрольной птицы. Разница между группа‑

ми в концентрации креатинина составила 8,28 %, 
глюкозы  — 12,6 % (p ≤ 0,01) в  пользу опытных 
бройлеров.

В содержании холестерина и  триглицери‑
дов в  сыворотке цыплят существенных раз‑
личий между группами выявлено не было. 
В опытной группе концентрация холестерина со‑
ставила 2,38 ± 0,14  ммоль/л, триглицеридов  — 
0,26 ± 0,05 ммоль/л, а в контрольной — соответ‑
ственно 2,35 ± 0,11 ммоль/л и 0,28 ± 0,03 ммоль/л.

Основными гепатоиндикаторными ферментами 
являются аланинаминотрансфераза (АлАТ) и  ас‑
партатаминотрансфераза (АсАТ). 

Результаты исследований данных энзимов в сы‑
воротке крови цыплят-бройлеров отражены на ри‑
сунке 3.

Проведенными исследованиями установле‑
но, что в группе цыплят-бройлеров, получавших 
в  условиях опыта сиолакт, отмечено достовер‑
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ное снижение активности АлАТ, указывающее на 
улучшение состояния гепатоцитов у опытной пти‑
цы — разница между группами составила 12,83 % 

(p ≤ 0,01). В активности АсАТ изменения были не‑
значительными, составляя 3,51 % в пользу опыт‑
ной птицы.

Рис. 2. Влияние кормовой добавки сиолакт на показатели углеводно-белкового обмена в сыворотке крови 
цыплят-бройлеров (М ± m; n = 10)

Рис. 3. Влияние кормовой добавки сиолакт на активность аминотрансфераз сыворотки крови цыплят-
бройлеров (М ± m; n = 10)

Выводы. Таким образом, проведенными ис‑
следованиями установлено, что введение в раци‑
он цыплят-бройлеров кормовой добавки сиолакт 
оказывает положительное влияние на метаболизм, 
проявляющееся улучшением показателей белково‑
го и углеводного обменов, а также маркеров состоя‑
ния печени. Фармакологическое действие сиолак‑
та приводит к увеличению сохранности и приро‑
стов массы тела птицы.
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Abstract. Currently, the research related to the design of multicomponent probiotics, the composition of which 
is supplemented with phytobiotic or mineral substances, is considered a relevant area of pharmacology. The feed 
additive Siolact is a complex of lacto- and bifidobacteria with a natural aluminosilicate mineral. The research ob‑
jective was to assess the effect of Siolact on the productivity and biochemical blood indicators of broiler chick‑
ens. The study was conducted on 60 broiler chickens of Arbor Acres cross, out of which two groups of 30 indi‑
viduals (experimental and control) were formed using the pair-analog principle. The chickens from the experi‑
mental group received the feed additive Siolact (0.1 % of the feed weight) from days 5 to 42 of age. The control 
group was fed the basal diet. The studies have revealed that Siolact has a positive effect on poultry metabolism, 
resulting in improved protein and carbohydrate metabolism, as well as liver health markers. Introducing the feed 
additive to the chicken diet increased body weight gain by 42 days of age, with a 4.57 % difference, compared to 
the control (p ≤ 0.05), and also increased broiler stock livability by 6.7 %.
Keywords: Siolact feed additive, probiotics, aluminosilicates, broiler chickens, body weight, blood, biochemical 
indicators
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Poultry farming is one of the most intensive and 
dynamically developing sectors of the country’s 
agroindustrial complex, playing a key role in provid‑
ing the population with high-quality food products. 
The Decree of the President of the Russian Federation 
No. 145 dtd. February 28, 2024 On the Strategy for 
Scientific and Technological Development of the 
Russian Federation defines scientific and technolog‑
ical priorities aimed, among other things, at ensuring 
Russia’s food independence. In this area, special at‑
tention is paid to innovations in feed production, an‑
imal breeding and genetics, veterinary medicine, and 
the processing and storage of agricultural products. 
Therefore, the development and implementation of bal‑
anced diets and dietary supplements, as well as modern 
pharmacological agents for the prevention and treat‑
ment of diseases in farm animals, are priority areas of 
research [1—3].

In the context of this problem, the use of probiot‑
ics (Greek pro — for and bios — life) in animal hus‑
bandry, consisting of microorganisms that have a pos‑
itive effect on the health of the host organism, holds 
promise. The research indicates that the use of probi‑
otics can reduce the incidence of diseases at poultry 
farms by increasing the poultry resistance to patho‑
genic microorganisms. Furthermore, probiotics help 
normalize intestinal microflora and improve diges‑
tive processes, which leads to more efficient use of 
feed and, consequently, to a reduction in production 
costs. During the rearing of young poultry, probiotics 
demonstrate their efficacy in increasing body weight 
gain, which is due to their ability to stimulate meta‑
bolic processes aimed at protein synthesis and mus‑
cle growth. Thus, the use of probiotics is an important 
tool in modern intensive poultry farming technologies 
aimed at increasing the productivity and economic ef‑
ficacy of production [4—8].

Aluminosilicate minerals are considered effective 
agents widely used in animal husbandry. This class of 
natural compounds possesses a unique set of physico‑
chemical properties, including high adsorption and cat‑
alytic activity, ion exchange capacity and others. The 
presence of biologically active substances with diverse 
pharmacological activity has a significant positive ef‑
fect on the body’s physiological processes. The wide 
range of biological properties of aluminosilicate min‑
erals determines their effective use in veterinary med‑
icine, agriculture and the food industry [9—11].

Furthermore, the biological effects of aluminos‑
ilicate minerals can be significantly enhanced by de‑
signing therapeutic and prophylactic agents based on 
them that possess antitoxic, hepatoprotective, antiox‑
idant, immunomodulatory and other properties capa‑
ble of potentiating the therapeutic effect in the treat‑
ment of various pathological conditions and metabol‑
ic disorders [12, 13].

Recently, active research has been conducted 
aimed at designing multicomponent probiotics sup‑
plemented with phytobiotic or mineral substances 
[14—16].

In light of the above, Krasnodar Veterinary 
Research Institute, a separate structural division of the 
FSBSI KRCZ&VM, has designed the probiotic feed 
additive Siolact, which contains a complex of lacto- 
and bifidobacteria, a natural aluminosilicate mineral 
and a plant-based polysaccharide.

The research objective was to assess the effect of 
the feed additive Siolact on the productivity and bio‑
chemical blood indicators of broiler chickens.

MATERIAL AND METHODS
The study was conducted at the vivarium of the 

FSBSI KRCZ&VM using Arbor Acres broiler chick‑
ens. Sixty poultry were used in the experiment, divided 
into two groups of 30 poultry (experimental and con‑
trol) each, using the pair-analog principle. All chick‑
ens were kept in identical groups in cages. During the 
first three days of life (the equalization period), the 
poultry received pelleted prestarter feed. From days 
5 to 14, they received the compound feed Start, from 
day 15 — Rost, and from day 28 until slaughter at 42 
days — Finish. All compound feeds were balanced in 
nutrients, vitamins, amino acids and microelements. 
The experimental group of chickens received the feed 
additive Siolact (0.1 % of the feed weight) from 5 to 
42 days of age, while the control group received only 
the basal diet.

The growth rate of broiler chickens was assessed 
based on changes in body weight on the 5th, 14th, 28th 

and 42nd days of age. Clinical condition and livability 
were monitored daily. Blood samples were collected 
from 10 poultry from each group at the end of the ex‑
periment for laboratory testing. A number of biochem‑
ical indicators were determined using a Vitalab Flexor 
automated analyzer.

The statistical analysis of the study results was 
performed by calculating the arithmetic mean (M) and 
the standard error of the arithmetic mean (m), and pre‑
sented as M ± m. The differences between the exper‑
imental and control groups were assessed using the 
Student’s t-test.

STUDY RESULTS
The studies revealed that adding the feed additive 

Siolact to the diet of broiler chickens resulted in an in‑
creased body weight gain (Fig. 1).

At the beginning of the experiment, the poultry in 
both the experimental and control groups were char‑
acterized by practically identical background body 
weight. In the experimental chickens, the average body 
weight in the group was 156.4 ± 1.26 g, while in the 
control group it was 155.9 ± 1.14 g. 

By the end of the experiment (on day 42), the ex‑
perimental group demonstrated significantly high‑
er results in body weight gain, reaching values of 
2459.3 ± 20.61 g, while in the control group the mean 
value was 2351.6 ± 18.43 g. 

The analysis of the dynamics of body weight in‑
dicators of chickens revealed differences between the 
groups at all control points of the gravimetric stud‑
ies — in favor of broilers receiving siolact. Moreover, 
on day 14 of the experiment, intergroup differences 
were insignificant, amounting to 1.16 %. On day 28, 
the gap increased to 4.25 %, and on day 42, to 4.57 % 
(p ≤ 0.05). This indicates a cumulative effect during 
the initial period of probiotic complex administration 
and a subsequent stable positive effect of siolact on 
broiler chicken growth.

When assessing poultry survivability, it was found 
that the experimental group had a 100 % survival rate 
over the entire experiment, demonstrating the broil‑
ers’ high resilience to stress factors and infections. 
In the control group, two broilers died, representing 
6.7 % of the total.

At the end of the experimental period, biochemi‑
cal indicators characterizing the pharmacological ef‑
fect of the feed additive Siolact on the main metabolic 
processes were determined in the blood serum of broil‑
er chickens. Fig. 2 shows the determined indicators of 
carbohydrate and protein metabolism in the blood se‑
rum of broiler chickens.



Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 4 (33) • 2025	 9594	 Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 4 (33) • 2025

Effect of the feed additive siolact on the productivity and biochemical blood indicators of broiler chickensA. R. Ratnikov, M. P. Semenenko, E. V. Kuzminova

Fig. 1. Effect of the feed additive Siolact on body weight dynamics in broiler chickens

Fig. 2. Effect of the feed additive Siolact on the carbohydrate-protein metabolism indicators in the blood serum 
of broiler chickens (M ± m; n = 10)

The analysis of the obtained data revealed that the 
total protein level in the blood serum of the chickens 
in the experimental group was by 9.68 % (p ≤ 0.05) 
higher than that of the control poultry. The differ‑
ence between the groups in creatinine concentration 
was 8.28 %, and in glucose concentration — 12.6 % 
(p ≤ 0.01), favoring the experimental broilers.

No significant differences were found in the serum 
cholesterol and triglyceride levels of the chickens be‑
tween the groups. In the experimental group, cholesterol 
concentrations were 2.38 ± 0.14 mmol/L and triglycer‑
ide concentrations were 0.26 ± 0.05 mmol/L, while in 
the control group, these values were 2.35 ± 0.11 mmol/L 
and 0.28 ± 0.03 mmol/L, respectively.

The main hepatic indicator enzymes are alanine 
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransfer‑

ase (AST). The results of studies of these enzymes in 
the blood serum of broiler chickens are shown in Fig. 3.

Fig. 3. Effect of the feed additive Siolact on the activity of aminotransferases in the blood serum of broiler chick‑
ens (M ± m; n = 10)

The conducted studies revealed that in the group of 
broiler chickens fed Siolact under experimental con‑
ditions, a significant decrease in the ALT activity was 
observed, indicating improved hepatocyte health in the 
experimental poultry. 

The difference between the groups was 12.83 % 
(p ≤ 0.01). The changes in the AST activity were in‑
significant, amounting to 3.51 % in favor of the ex‑
perimental poultry.

CONCLUSION
Thus, the conducted studies have established that 

the administration of the feed additive Siolact into the 
diet of broiler chickens has a positive effect on metab‑
olism, manifested by improved protein and carbohy‑
drate metabolism, as well as liver health markers. The 
pharmacological action of Siolact leads to increased 
livability and weight gain in poultry.
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Аннотация. В  статье представлены результаты сравнительнойоценки измененийразмеров фолликулов 
в яичниках, выполненной с помощью клиническо-эхографического исследования, уровня секреции эстра‑
диола 17‑β, определяемого методом ИФА в сыворотке крови, а также ультрасонографического контроля 
времени овуляции после действия прогестеронсодержащих внутривлагалищных имплантов с добавлени‑
емразных дозировок мелатонина, применяемых в составе схемы синхронизации половой охоты у молоч‑
ных коров. В группах, где применялись импланты с мелатонином в дозировках 500 и 700 мг, размер пред‑
овуляторных фолликулов был на 8,0 и 10,1 % больше по сравнению с контролем. Также, биологическая 
активность данного пептида повлияла на функцию гранулёзных клеток, на что указывает повышение се‑
креции эстрадиола на 15,0 и 33,7 % относительно группы контроля, в гормонально индуцированную ста‑
дию полового возбуждения. Следствием образования более крупных фолликулов и оптимизации стерои‑
догенеза в яичниках стало своевременное наступление овуляции в ответ на инъекцию гонадолиберина.
Ключевые слова: внутривлагалищные импланты, молочные коровы, яичники, фолликулогенез, мелато‑
нин, эстрадиол
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Одной из серьезных проблем в  современном 
скотоводстве является низкая результативность 
искусственного осеменения, что увеличивает пе‑
риод бесплодия животных и значительно снижа‑
ет экономическую эффективность отрасли [1]. 
Формирование крупных стад высокопродуктив‑
ных животных сопровождается снижением их ре‑
продуктивной способности [2]. Известно, что па‑
ратипические факторы, связанные со спецификой 
содержания и эксплуатации коров, могут приводить 
к стрессу и нарушению метаболических процес‑
сов. Напряжённое течение гомеостаза организма 
может приводить к угнетению функции гранулёз‑
ных клеток фолликулов яичника, ухудшая динами‑
ку фолликулярного роста и продукцию эстрадиола 
[3]. Снижение оплодотворяемости зачастую связа‑
но с замедлением роста фолликулов и задержкой 
овуляции или её отсутствием [4, 5]. Известно, что 
поздний выход яйцеклетки может резко снижать 
результативность осеменения, так как средняя 
продолжительность жизни сперматозоидов в по‑
ловом тракте коров, находящихся в стадии поло‑
вой охоты, составляет 24 часа [5]. В связи с этим, 

всё большее внимание уделяется разработке и при‑
менению улучшающих метаболизм препаратов, 
и проверке их влияния на состояние репродуктив‑
ной системы животных в производственных усло‑
виях [6]. По мнению ряда авторов применение ме‑
латонина в ветеринарной акушерско-гинекологи‑
ческой практике имеет определённый потенциал 
[3, 7]. Данный гормон способен снижать влияние 
повреждающих факторов на репродуктивную си‑
стему, улучшая функциональное состоянии его над 
[8]. Для решения проблемы низкой биодоступно‑
сти гормона шишковидной железы при перораль‑
ном и инъекционном введении [9] актуальна раз‑
работка альтернативных путей доставки действу‑
ющих веществ, в том числе внутривлагалищных 
имплантов, содержащих прогестерон и мелатонин. 
Применение такого подхода обеспечивает стабиль‑
ное поступление гормонов в организм животных 
на протяжении всего времени контакта препарата 
со слизистой оболочкой.

В связи с этим, целью настоящего исследова‑
ние является изучение влияние внутривлагалищно‑
го введения разных дозировок мелатонина на дина‑
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мику роста фолликулов, время овуляции и секре‑
цию эстрадиола в гормонально индуцированную 
стадию возбуждения полового цикла у молочных 
коров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Объектом исследования служили клинически 
здоровые лактирующие коровы красно-пёстрой по‑
роды 2—4 лактации, содержащиеся привязно, в че‑
тырехрядном коровнике. На момент исследования 
средняя молочная продуктивность была — 24 ли‑
тра в день; количество дней в доении составляло 
в среднем 120—125. Основу кормления составля‑
ли сено, силос, а также концентрированные кор‑
ма. В опыт были включены коровы, не оплодотво‑
рившиеся при первичном и вторичном осеменении 
в гормонально индуцированную охоту. Животные 
были распределены на 4 группы по принципу пар 
аналогов по 8—9 голов в каждой. Для синхрони‑
зации половой охоты и овуляции всем животным 
применялся протокол Ovsynch, включающий на‑
значения гонадолиберина (25 мкг аларелин ацета‑
та) в начале программы и применения простаглан‑
дина F2α (500 мкг клопростенола внутримышечно) 
через 7 дней, а  также стимуляцию овуляции по‑
следующим введением аларелина (через 56 часов 
после инъекции простагландина). В качестве го‑
надолиберина использовался препарат Сурфагон 
(ООО «НПК Асконт+»), а простагландина F2α — 
Эстрофан (АО «Биовет»). Дополнительно к инъ‑
екциям гормональных препаратов всем животным 
апплицировали силиконовые внутривлагалищные 
импланты собственной разработки, при этом жи‑
вотным контрольной группы (n = 9) назначили 
препарат, содержащий только 1,75 г. прогестеро‑
на, а коровам трёх опытных групп: первая (n = 8), 
вторая (n = 8), и третья (n = 9) с добавлением раз‑
ных дозировок мелатонина: 300 мг, 500 мг и 700 мг 
соответственно.

Для мониторинга динамики изменений стерои‑
догенеза в яичниках кровь получали от 3‑х живот‑
ных каждой группы в день введения имплантов (0 
день) и далее в 1, 4 дни после введения, на 7 сутки 
(спустя 8 часов после их извлечения), а также пе‑
ред искусственным осеменением на 10 день. В сы‑
воротке крови определяли содержание эстрадиола 
методом иммуноферментного анализа с помощью 
набора готовых реактивов «К208 ИФА Эстрадиол» 
производства фирмы «Хема-Медика» на микро‑
планшетном фотометре AMR‑100T при длине вол‑
ны 450 нм.

Изменения размеров доминантных фолли‑
кулов в  гонадах и  контроль времени овуляции 
регистрировали с  помощью сканера Easi-Scan 
(BCFTechnologies), оснащенного линейным ин‑
траректальным датчиком с частотой 7,5 МГц. УЗИ 
проводили, начиная с 6‑го дня после установки им‑
плантов, в течение 6 дней с интервалом 12 часов 
у всех подопытных коров. 

Измерение диаметра доминантных фоллику‑
лов определяли по полученным с экрана сканера 
изображениям с  размерной сеткой. Полученные 
данные были статистически обработаны с помо‑
щью компьютерного ПО Microsoft Office (Microsoft 
Excel) с учетом средних (M) и стандартных оши‑
бок (m).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты изменения размеров доминантных 
фолликулов в  течение эксперимента представле‑
ны в таблице 1.

Согласно данным таблицы, исходный размер 
фолликулов в яичниках коров контрольной и опыт‑
ных групп не имел значительных отличий и состав‑
лял 9,88 ± 0,52 и 10,13 ± 0,50 мм. 

Через 12 и 24 часа от начала мониторинга ин‑
тенсивной динамики фолликулогенеза не наблю‑
далось.

После извлечения имплантов и введения про‑
стагландина F2α рост фолликулов активизировался. 
Так, в контрольной и в первой опытной группах 
ко дню введения аларелина (72 час) исследуемые 
структуры увеличились на 33,5 и 34,8 % относи‑
тельно исходного размера соответственно, а  их 
диаметр составил 13,19 ± 0,46 и 13,56 ± 0,42 мм.

Во второй и  третьей опытных группах ди‑
намика фолликулярного роста носила более ин‑
тенсивный характер.Так, к  60  часу наблюдения 
во второй группе исследуемые структуры до‑
стигли 13,38 ± 0,52 мм, увеличившись на 33,0 %, 
а  в  третьей прирост составил 37,0 % и  диаметр 
–13,88 ± 0,54  мм (р ≤ 0,05), что достоверно пре‑
восходило значения контрольной группына 12,5 %.

К 72 часу, в группах, где применялись имплан‑
ты, содержащие 500 и 700 мг мелатонина доминант‑
ные фолликулы также были более крупными. Их 
размеры составляли — 14,44 ± 0,49 мм (р ≤ 0,05) 
во второй группе и 14,81 ± 0,55 (р ≤ 0,05) в третьей 
и разница с показателем группы контроля состави‑
ла 9,1 и 11,6 %, а увеличение в диаметре с момен‑
та начала УЗИ мониторинга достигло 43,5 и 46,2 % 
соответственно.

		  Таблица 1 
Влияние разных доз мелатонина на рост фолликулов у коров
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Первая 
n = 8

диа‑
метр, 

мм

10,06 ± 
0,64

10,37 ± 
0,63

10,50 ± 
0,50

11,38 ± 
0,62

11,94 ± 
0,56

12,63 ± 
0,47

13,56 ±  
0,42

14,50 ± 
0,54

16,00 ± 
0,48

17,06 ± 
0,56

увели‑
чение 

%
0 +3,08 +4,37 +13,12 +18,69 +25,55 +34,79 +44,13 +59,04 +69,58

Вторая 
n = 8

диа‑
метр, 

мм

10,06 ± 
0,52

10,50 ± 
0,50

10,72 ± 
0,54

11,44 ± 
0,58

12,19 ± 
0,60

13,38 ± 
0,52

14,44 ± 
0,49*

15,56 ± 
0,56*
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0,58*

18,00 ± 
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увели‑
чение 

%
0 +4,37 +6,56 +13,72 +21,17 +33,00 +43,54 +54,67 +68,39 +78,93

Третья 
n = 9

диа‑
метр, 

мм

10,13 ± 
0,50

10,56 ± 
0,62

10,89 ± 
0,54

11,61 ± 
0,52

12,44 ± 
0,56

13,88 ± 
0,54*

14,81 ± 
0,55*

15,94 ± 
0,58**

17,28 ± 
0,50**

18,38 ± 
0,60*

увели‑
чение 

%
0 +4,24 +7,50 +14,61 +22,80 +37,02 +46,20 +57,35 +70,58 +81,44

Кон‑
троль 
n = 9

диа‑
метр, 

мм

9,88 ± 
0,52

10,13 ± 
0,55

10,38 ± 
0,46

11,12 ± 
0,48

11,56 ± 
0,52

12,25 ± 
0,55

13,19 ± 
0,46

14,13 ± 
0,54

15,56 ± 
0,42

16,61 ± 
0,53

увели‑
чение 

%
0 +2,53 +5,06 +12,55 +17,00 +23,99 +33,50 + 43,02 +57,49 +68,12

	 *	р ≤ 0,05
	**	р ≤ 0,01

Введение подопытным животным аларелина в 9 
день, стимулировало выделение ФСГ и ЛГ гипофи‑
зом, что ускоряло достижение фолликулами пред‑
овуляторной стадии. Сравнивая изменения разме‑
ра фолликулов, произошедшие к 104 часу от нача‑
ла наблюдения, отметили меньшую интенсивность 
роста в контрольной и первой группах, так разме‑

ры данных структур увеличились на 68,1 и 69,6 % 
соответственно и их диаметры перед овуляцией со‑
ставили 16,61 ± 0,53 и 17,06 ± 0,56 мм.

Во второй группе был зарегистрирован бо‑
лее интенсивный рост фолликулов, они увели‑
чились на 54,7 % к  84  часу, достигнув диаметра 
15,56 ± 0,56  мм (р ≤ 0,05) и  на 68,4 % к  96  часу, 
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составив 16,94 ± 0,58 мм (р ≤ 0,05), что достовер‑
но отличалось от значений контрольной группы– 
14,13 ± 0,54 и  15,56 ± 0,42  мм в  тот же период. 
К 104 часу размер предовуляторных фолликулов 
в этой группе достиг 18,00 ± 0,66 мм в диаметре, 
что на 8,0 % (16,61 ± 0,53 мм) больше по сравне‑
нию с контрольной группой.

Наибольшая активность роста структур после 
введения аларелина установлена в третьей группе, 
где фолликулы яичников увеличивались на 57,4 % 

к 84 и на 70,6 % к 96 часу наблюдения. К 104 часу 
диаметр исследуемых структур в данной группе до‑
стиг 18,38 ± 0,60 мм (р ≤ 0,05), достоверно превы‑
шая показатель группы контроляна 10,1 %.

Таким образом, в группе, где применялись им‑
планты с мелатонином в дозировках 500 и 700 мг 
наблюдалась лучшая интенсивность фолликуляр‑
ного роста, приводящая к образованию предову‑
ляторных структур более крупного размера, чем 
в контрольной и первой группах (рис. 1).

Рис. 1. Динамика роста фолликулов (увеличение% относительно исходного диаметра) в период с 6 по 10 
день программы синхронизации половой охоты

При изучении влияния мелатонина на секретор‑
ную функцию яичников нами определен уровень 
эстрадиола17‑β в крови коров (табл. 2).

Анализ изменения концентрации эстрадио‑
ла‑17 β позволил определить, что более высокие 
дозировки мелатонина, положительно повлияли 
не только на качество фолликулов, но и на мета‑
болизм эстрадиола, выделяемого в гонадах в ста‑
дию возбуждения.

Введение имплантов привело к снижению кон‑
центрации эстрадиола, что, по-видимому, связано 
с  прекращением выработки ФСГ в  гипоталаму‑
се из-за действия прогестерона и,  как следствие 
отсутствием роста фолликулов и  секреции ими 
гормона. Так, в  контрольной группе спустя сут‑
ки действия имплантов концентрация снизилась 
на 16,1 % (с  0,31 ± 0,09 до 0,26 ± 0,08  нмоль/л), 
в  первой опытной  — на 16,0 % (с  0,25 ± 0,06 
до 0,21 ± 0,10), во второй опытной  — на 20,0 % 

(с  0,30 ± 0,17 до 0,24 ± 0,01) и  в  третьей  — на 
15,4 % (с 0,26 ± 0,07 до 0,22 ± 0,08). К 4‑му дню 
действия препаратов концентрация эстрадиола до‑
стигла минимума во всех группах, а затем повы‑
силась к 7‑му дню, когда импланты извлекались 
и путём введения клопростенола индуцировалась 
стадия возбуждения, после чего уровень гормона 
возрастал. В группах, где применялись импланты 
с мелатонином наблюдалась лучшая реакция яич‑
ников на стимуляцию, что выражалось в виде по‑
вышения концентрации эстрадиола 17‑β в  орга‑
низме. Так, в первой группе уровень стероидно‑
го гормона от 4‑го к 7‑му дню возрос на 25,0 % 
(с 0,20 ± 0,05 до 0,25 ± 0,03нмоль/л), во второй — 
на 47,4 % (с 0,19 ± 0,09 до 0,28 ± 0,01) и в треть‑
ей — на 50,0 % (с 0,22 ± 0,10 до 0,33 ± 0,03нмоль/л) 
(р ≤ 0,05). Следовательно, динамика повыше‑
ния продукции эстрадиола в  контрольной груп‑
пе в тот же период носила самый низкий харак‑

тер, где наблюдалось повышение концентрации 
на 14,3 % (с  0,21 ± 0,07 до 0,24 ± 0,03  нмоль/л). 
Оценка данного показателя в день введения спер‑
мы, свидетельствовала о  более высоком уровне 
продукции гормона в группе животных, где при‑
менялись импланты с добавлением 700 мг мела‑
тонина. В контрольной и первой опытной группах 
полученные значения были практически идентич‑
ны: 0,37 ± 0,14 и 0,38 ± 0,13 нмоль/л соответствен‑
но. Во второй группе разница концентрации гор‑
мона с  показателем контроля была 15,0 %, со‑

ставляя 0,43 ± 0,19нмоль/л, а в третьей — 33,7 % 
(0,52 ± 0,20нмоль/л). По-видимому, мелатонин по‑
ложительно повлиял на функцию гранулёзных кле‑
ток в фолликулах яичника, на что указывают повы‑
шение динамики фолликулярного роста и секреции 
эстрадиола после извлечения имплантов у коров 
второй и третьей групп. Таким образом, исполь‑
зование мелатонина в дозах 500 и 700 мг позволя‑
ет оптимизировать стероидогенез в яичниках в пе‑
риод прохождения животными гормональной про‑
граммы синхронизации охоты и овуляции.

		  Таблица 2 
Влияние применения прогестеронсодержащих имплантов с разной концентрацией 
меланина при гормональной синхронизации охоты и овуляции и в день искусственного 

осеменения на концентрацию в крови эстрадиола‑17β (нмоль/л)

Группа Доза мелато‑
нина, мг

День взятия крови в период синхронизации половой охоты

0
(аппликация 
имплантов)

1 4
7

(извлечение 
имплантов)

10
(ИО)

Первая
n = 3 300 0,25 ± 0,06 0,21 ± 0,10 0,20 ± 0,05 0,25 ± 0,03 0,38 ± 0,13

Вторая
n = 3 500 0,30 ± 0,17 0,24 ± 0,01 0,19 ± 0,09 0,28 ± 0,01 0,43 ± 0,19

Вторая
n = 3 700 0,26 ± 0,07 0,22 ± 0,08 0,22 ± 0,10 0,33 ± 0,03* 0,52 ± 0,20

Контрольная
n = 3 — 0,31 ± 0,09 0,26 ± 0,08 0,21 ± 0,07 0,24 ± 0,03 0,37 ± 0,14

	 *	р ≤ 0,05

Важным показателем адекватного ответа гипо‑
физа на стимуляцию выделения ЛГ в ответ на инъ‑
екцию гонадолиберина, является своевременное 
наступление овуляции [10]. Результаты ультрасо‑
нографического мониторинга, проведённого с це‑
лью контроля времени овуляционного ответа по‑
сле введения аларелина представлены в таблице 3.

Полученные данные свидетельствуют о  том, 
что спустя 24 часа после введения гонадолибери‑
на (8 часов с момента введения спермы) овуляция 
регистрировалась у 33,3 % животных из контроль‑
ной, у 37,5 % первой, второй и у 55,5 % третьей 
опытных групп. Дальнейший контроль по проше‑
ствии 36 часов от введения аларелина (20 часов по‑
сле осеменения) показал, что в контрольной и пер‑
вой опытной группе, овуляция произошла у 8 из 9 
животных (88,9 %), и 7 из 8 (87,5 %) коров соот‑
ветственно. В группах, где применялись имплан‑

ты с дозировками 500 и 700 мг мелатонина у вто‑
рой и третьей контролируемая стадия в тот же пе‑
риод наступила у  всех животных. Наибольшая 
активность продукции эстрадиола в  фолликулах 
яичников в  группе животных, где применялось 
700 мг мелатонина, могла повлиять на интенсив‑
ность предовуляционного всплеска ЛГ после вве‑
дения гонадотропина, что отразилось на своевре‑
менности овуляционного ответа. Так, спустя 8 ча‑
сов после введения спермы данная стадия в третьей 
опытной группе наступила у 5 животных, в отли‑
чие от 3‑х в других группах [10]. Также, коррек‑
ция стероидогенеза во второй и третьей группах‑
обеспечила 100 % завершение стадии возбуждения 
в виде овуляции в промежутке 20 часов после ис‑
кусственного осеменения, в отличие от контроль‑
ной и первой опытной с результатами 88,9 и 87,5 % 
соответственно.
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		  Таблица 3 
Контроль времени овуляции через 24 и 36 часов после введения Сурфагона

Группа Доза мелато‑
нина, мг

Время после введения аларелина ацетата

Итого %
24 ч. 36 ч.

Кол-во животных Кол-во животных

голов % Кол-во %

Первая
n = 8 300 3 37,50 4 50,00 87,50

Вторая
n = 8 500 3 37,50 5 62,50 100

Третья
n = 9 700 5 55,50 4 44,50 100

Контрольная
n = 9 — 3 33,33 5 55,56 88,89

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, дополнительное введение мела‑

тонина в дозировках 500 и 700 мг в состав прогесте‑
ронсодержащих имплантов, применяемых в про‑
граммах синхронизации половой охоты и овуляции, 
вызывает образование более крупных предовуля‑
торных фолликулов в яичниках и обеспечивает по‑
ложительный овуляторный ответ у всех обработан‑
ных животных. Также, биологическая активность 
нейропептида при его содержании в дозе 700 мг 
положительно повлияла на функцию гранулёзных 
клеток, на что указывает повышение секреции эст‑
радиола 17‑β в гормонально индуцированную ста‑
дию полового возбуждения.
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Abstract. This article presents the results of a comparative assessment of changes in ovarian follicle size using 
clinical and echographic examination, the level of 17β-estradiol secretion determined by ELISA in serum, and ul‑
trasonographic monitoring of ovulation time after the use of progesterone-containing intravaginal implants with 
the addition of various doses of melatonin, used as part of a regimen for synchronizing estrus in dairy cows. In 
the groups that were administered implants with melatonin at doses of 500 and 700 mg, the size of preovulatory 
follicles was by 8.0 and 10.1 % larger, compared to the control. Furthermore, the biological activity of this pep‑
tide affected the function of granulosa cells, as indicated by an increase in estradiol secretion by 15.0 and 33.7 % 
relative to the control group during the hormonally induced stage of estrus (sexual heat). The formation of larger 
follicles and optimization of ovarian steroidogenesis resulted in timely ovulation in response to a gonadotropin-re‑
leasing hormone (GnRH) injection.
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One of the serious problems in modern cattle 
breeding is the low efficacy of artificial insemination, 
which increases the period of animal infertility and sig‑
nificantly reduces the economic efficacy of the indus‑
try [1]. The formation of large herds of high yielding 
animals is accompanied by a decrease in their repro‑
ductive capacity [2]. It is known that paratypic factors 
associated with the specifics of the keeping and use 
of cows can lead to stress and disruption of metabolic 
processes. Stressed homeostasis of the body can lead 
to the suppression of the function of granulosa cells 
of ovarian follicles, impairing the dynamics of follic‑
ular growth and estradiol production [3]. A decrease in 
fertility is often associated with a slowdown in follicle 
growth and a delay in ovulation or its absence [4, 5]. It 
is known that late egg release can dramatically reduce 
the efficacy of insemination, since the average lifes‑
pan of sperm in the reproductive tract of cows in the 
estrus stage is 24 hours [5]. In this regard, increasing 
attention is being paid to the design and use of drugs 
that improve metabolism, and testing their effects on 
the reproductive system of animals in production con‑
ditions [6]. According to a number of authors, the use 
of melatonin in veterinary obstetrics and gynecology 
has a certain potential [3, 7]. This hormone is capable 
of reducing the effect of damaging factors on the re‑
productive system, improving its functional state [8]. 

To solve the problem of low bioavailability of the pi‑
neal gland hormone when administered orally and by 
injection [9], the development of alternative routes 
of delivery of active substances, including intravagi‑
nal implants containing progesterone and melatonin, 
is relevant. The use of this approach ensures a stable 
supply of hormones to the animal’s body throughout 
the entire period of contact of the drug with the mu‑
cous membrane.

In this regard, the research objective is to investi‑
gate the effect of intravaginal administration of various 
doses of melatonin on the dynamics of follicle growth, 
ovulation time and estradiol secretion in the hormon‑
ally induced estrus in dairy cows.

MATERIAL AND METHODS
The study involved clinically healthy lactating 

Red-Motley cows in their second to fourth lacta‑
tions, kept tethered in a four-row barn. At the time of 
the study, average milk production was 24 liters per 
day. The average number of days in milk was 120—
125. The diet consisted of hay, silage and concentrat‑
ed feed. The study included the cows that failed their 
primary and secondary inseminations during hormon‑
ally induced estrus. The animals were divided into four 
groups of 8—9 animals each, based on the principle of 
paired analogues. To synchronize estrus and ovulation, 

all animals were administered the Ovsynch protocol, 
which included the administration of GnRH (25 µg of 
alarellin acetate) at the beginning of the program and 
prostaglandin F2α (500 µg of cloprostenol intramuscu‑
larly) 7 days later. 

The ovulation was then stimulated by subsequent 
administration of alarellin (56 hours after the prosta‑
glandin injection). Surfagon (NPK Askont+ LLC) was 
used as GnRH, and Estrofan (Biovet JSC) was used as 
prostaglandin F2α. 

In addition to hormonal injections, all animals 
were administered proprietary silicone intravaginal im‑
plants. The animals in the control group (n = 9) were 
administered a progesterone-only implant, while the 
cows in three experimental groups (n = 8), (n = 8) and 
(n = 9) were administered various doses of melatonin: 
300 mg, 500 mg and 700 mg, respectively.

To monitor the dynamics of ovarian steroidogen‑
esis, blood was collected from three animals in each 
group on the day of implant administration (day 0), 
then on days 1 and 4 post-implantation, on day 7 (8 
hours after implant removal), and before artificial in‑
semination on day 10. The estradiol content in the 
blood serum was determined by enzyme immunoassay 
using the ready-made reagent kit K208 IFA Estradiol 
manufactured by Hema-Medica on an AMR‑100T mi‑
croplate photometer at a wavelength of 450 nm.

The changes in the size of dominant gonadal folli‑
cles and ovulation time were recorded using an Easi-
Scan scanner (BCF Technologies) equipped with a 7.5 
MHz linear intrarectal transducer. 

The ultrasound examinations were performed start‑
ing on day 6 after implant administration for six days 
at 12‑hour intervals in all experimental cows. The 
dominant follicle diameter measurements were de‑
termined from the images obtained from the scanner 
screen with a size grid. The data obtained were statis‑
tically processed using the Microsoft Office software 
(Microsoft Excel), taking into account the mean (M) 
and standard errors (m).

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
According to the table data, the initial follicle size 

in the ovaries of the cows in the control and experi‑
mental groups did not differ significantly, amounting 
up to 9.88 ± 0.52 mm and 10.13 ± 0.50 mm. No sig‑
nificant increase in folliculogenesis was observed 12 
and 24 hours after the start of monitoring.

Follicle growth increased after implant remov‑
al and prostaglandin F2α administration. Thus, in the 
control and experimental groups by the day of ala‑
relin administration (72 hours), the studied struc‑

tures had increased by 33.5 and 34.8 % respectively, 
relative to their initial size, and their diameters were 
13.19 ± 0.46 mm and 13.56 ± 0.42 mm.

In the second and third experimental groups, follic‑
ular growth dynamics was more intense. By 60 hours 
of observation, the follicular structures in the second 
group reached 13.38 ± 0.52 mm, increasing by 33.0 %. 
In the third group, the increase was 37.0 %, with a di‑
ameter of 13.88 ± 0.54  mm (p ≤ 0.05), significantly 
exceeding the control group by 12.5 %.

By 72 hours, dominant follicles were also larg‑
er in the groups administered the implants contain‑
ing 500 and 700 mg of melatonin. Their sizes were 
14.44 ± 0.49 mm (p ≤ 0.05) in the second group, and 
14.81 ± 0.55 (p ≤ 0.05) in the third one, and the dif‑
ference with the control group indicator was 9.1 and 
11.6 %, and the increase in diameter from the start of 
ultrasound monitoring reached 43.5 and 46.2 %, re‑
spectively.

The administration of alarelin to experimental an‑
imals on day 9 stimulated the release of FSH and LH 
by the pituitary gland, accelerating follicle growth to 
the preovulatory stage. 

Comparing follicle size changes by 104 hours af‑
ter the start of observation, there was noted a lower 
growth rate in the control and first groups. The size 
of these structures increased by 68.1 and 69.6 % re‑
spectively, and their diameters before ovulation were 
16.61 ± 0.53 and 17.06 ± 0.56 mm.

In the second group, more intensive growth of 
follicles was recorded: they increased by 54.7 % by 
84 hours, reaching a diameter of 15.56 ± 0.56  mm 
(p ≤ 0.05) and by 68.4 % by 96 hours, amounting up 
to 16.94 ± 0.58 mm (p ≤ 0.05), which was significant‑
ly different from the values in the control group — 
14.13 ± 0.54 and 15.56 ± 0.42 mm in the same peri‑
od. By 104 hours, the size of preovulatory follicles in 
this group reached 18.00 ± 0.66 mm in diameter, which 
was by 8.0 % (16.61 ± 0.53 mm) more, compared to 
the control group.

The greatest growth activity after melatonin ad‑
ministration was observed in the third group, where 
ovarian follicles increased by 57.4 % by 84 hours and 
by 70.6 % by 96 hours of observation. By 104 hours, 
the diameter of the examined structures in this group 
reached 18.38 ± 0.60 mm (p ≤ 0.05), significantly ex‑
ceeding the control group by 10.1 %.

Thus, the group administered melatonin implants 
at doses of 500 and 700 mg demonstrated greater fol‑
licular growth intensity, leading to the formation of 
larger preovulatory structures than in the control and 
first groups (Fig. 1).
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Effect of various doses of melatonin on follicle growth in cows
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First 
n = 8

diame‑
ter, mm

10.06 ± 
0.64

10.37 ± 
0.63

10.50 ± 
0.50

11.38 ± 
0.62

11.94 ± 
0.56

12.63 ± 
0.47

13.56 ±  
0.42

14.50 ± 
0.54

16.00 ± 
0.48

17.06 ± 
0.56

in‑
crease 

%
0 +3.08 +4.37 +13.12 +18.69 +25.55 +34.79 +44.13 +59.04 +69.58

Second 
n = 8

diame‑
ter, mm

10.06 ± 
0.52

10.50 ± 
0.50

10.72 ± 
0.54

11.44 ± 
0.58

12.19 ± 
0.60

13.38 ± 
0.52

14.44 ± 
0.49*

15.56 ± 
0.56*

16.94 ± 
0.58*

18.00 ± 
0.66

in‑
crease 

%
0 +4.37 +6.56 +13.72 +21.17 +33.00 +43.54 +54.67 +68.39 +78.93

Third 
n = 9

diame‑
ter, mm

10.13 ± 
0.50

10.56 ± 
0.62

10.89 ± 
0.54

11.61 ± 
0.52

12.44 ± 
0.56

13.88 ± 
0.54*

14.81 ± 
0.55*

15.94 ± 
0.58**

17.28 ± 
0.50**

18.38 ± 
0.60*

in‑
crease 

%
0 +4.24 +7.50 +14.61 +22.80 +37.02 +46.20 +57.35 +70.58 +81.44

Control
n = 9

диа
метр, 

мм

9.88 ± 
0.52

10.13 ± 
0.55

10.38 ± 
0.46

11.12 ± 
0.48

11.56 ± 
0.52

12.25 ± 
0.55

13.19 ± 
0.46

14.13 ± 
0.54

15.56 ± 
0.42

16.61 ± 
0.53

in‑
crease 

%
0 +2.53 +5.06 +12.55 +17.00 +23.99 +33.50 + 43.02 +57.49 +68.12

	 *	р ≤ 0.05
	**	р ≤ 0.01

While studying the effect of melatonin on ovarian 
secretory function, we determined the level of 17β-es‑
tradiol in the blood of cows (Table 2).

The analysis of changes in 17β-estradiol concen‑
trations revealed that higher melatonin doses had a 
positive effect not only on follicle quality but also on 
the metabolism of estradiol secreted in the gonads 
during estrus.

Implant administration has resulted in a decrease 
in estradiol concentrations, which is likely due to the 

cessation of the FSH production in the hypothalamus 
due to progesterone and, consequently, the cessation 
of follicle growth and hormone secretion. Thus, in 
the control group, after a day of implant action, the 
concentration decreased by 16.1 % (from 0.31 ± 0.09 
to 0.26 ± 0.08  nmol/L), in the first experimental 
group — by 16.0 % (from 0.25 ± 0.06 to 0.21 ± 0.10), 
in the second experimental group — by 20.0 % (from 
0.30 ± 0.17 to 0.24 ± 0.01) and in the third  — by 
15.4 % (from 0.26 ± 0.07 to 0.22 ± 0.08). By day 4 of 

drug action, the concentration of estradiol reached a 
minimum in all groups, and then increased by day 7, 
when the implants were removed and the estrus stage 
was induced by the introduction of cloprostenol, after 
which the hormone level increased. In the groups us‑
ing melatonin implants, a better ovarian response to 
stimulation was observed, which was expressed as an 

increase in the concentration of 17β-estradiol in the 
body. Thus, in the first group, the level of the steroid 
hormone from day 4 to day 7 increased by 25.0 % 
(from 0.20 ± 0.05 to 0.25 ± 0.03 nmol/L), in the sec‑
ond — by 47.4 % (from 0.19 ± 0.09 to 0.28 ± 0.01) 
and in the third  — by 50.0 % (from 0.22 ± 0.10 to 
0.33 ± 0.03 nmol/L) (p ≤ 0.05). 

Fig. 1. Dynamics of follicle growth (% increase relative to the initial diameter) in the period from day 6 to day 
10 of the estrus synchronization program

		  Table 2 
Effect of using progesterone-containing implants with various melatonin concentrations 
during hormonal synchronization of estrus and ovulation and on the day of artificial 

insemination on the blood concentration of 17β-estradiol (nmol/L)

Group Melatonin 
dose, mg

Day of blood collection during the period of estrus synchronization

0
(implant 

administra‑
tion)

1 4
7

(implant 
removal)

10
(AI)

First
n = 3 300 0.25 ± 0.06 0.21 ± 0.10 0.20 ± 0.05 0.25 ± 0.03 0.38 ± 0.13

Second
n = 3 500 0.30 ± 0.17 0.24 ± 0.01 0.19 ± 0.09 0.28 ± 0.01 0.43 ± 0.19

Third
n = 3 700 0.26 ± 0.07 0.22 ± 0.08 0.22 ± 0.10 0.33 ± 0.03* 0.52 ± 0.20

Control
n = 3 — 0.31 ± 0.09 0.26 ± 0.08 0.21 ± 0.07 0.24 ± 0.03 0.37 ± 0.14

	 *	р ≤ 0.05
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Consequently, the dynamics of increase in estra‑
diol production in the control group during the same 
period was the lowest, where an increase in concen‑
tration by 14.3 % was observed (from 0.21 ± 0.07 to 
0.24 ± 0.03 nmol/L). 

The assessment of this indicator on the day of 
sperm injection indicated a higher level of hormone 
production in the group of animals that were admin‑
istered implants with the addition of 700 mg of mel‑
atonin. In the control and first experimental groups, 
the obtained values were almost identical: 0.37 ± 0.14 
and 0.38 ± 0.13  nmol/L, respectively. In the sec‑
ond group, the difference in hormone concentration 
with the control indicator was 15.0 %, amounting 
up to 0.43 ± 0.19 nmol/L, and in the third — 33.7 % 

(0.52 ± 0.20 nmol/L). Melatonin apparently had a pos‑
itive effect on granulosa cell function in ovarian folli‑
cles, as evidenced by increased follicular growth and 
estradiol secretion after implant removal in the cows 
from groups two and three. Thus, the use of mela‑
tonin at doses of 500 and 700 mg optimizes ovarian 
steroidogenesis during the hormonal synchronization 
of estrus and ovulation.

An important indicator of an adequate pituitary 
response to stimulation of the LH secretion follow‑
ing a gonadotropin-releasing hormone injection is the 
timely onset of ovulation [10]. The results of ultraso‑
nographic monitoring conducted to monitor the time 
of the ovulatory response after the administration of 
alarelin are presented in Table 3.

		  Table 3 
Monitoring the time of ovulation 24 and 36 hours after the administration of Surfagon

Group Melatonin 
dose, mg

Time after administration of alarelin acetate

Total %
24 h 36 h

Number of animals Number of animals

animals % animals %

First
n = 8 300 3 37.50 4 50.00 87.50

Second
n = 8 500 3 37.50 5 62.50 100

Third
n = 9 700 5 55.50 4 44.50 100

Control
n = 9 — 3 33.33 5 55.56 88.89

The data obtained indicate that 24 hours after the 
administration of gonadotropin-releasing hormone 
(8 hours from the moment of sperm injection), ovu‑
lation was recorded in 33.3 % of animals in the con‑
trol group, 37.5 % in the first and second experimen‑
tal groups, and 55.5 % in the third experimental group. 
Further monitoring 36 hours after the administration 
of alarelin (20 hours after insemination) showed that 
in the control and first experimental groups, ovulation 
occurred in 8 out of 9 animals (88.9 %) and in 7 out of 
8 (87.5 %) cows, respectively. In the groups that were 
administered the implants with dosages of 500 and 
700 mg of melatonin, the controlled stage occurred in 
all animals in the second and third experimental groups 
during the same period. The highest estradiol produc‑
tion in ovarian follicles in the group of animals treat‑

ed with 700 mg of melatonin may have affected the 
intensity of the pre-ovulatory LH surge after gonad‑
otropin administration, which affected the timeliness 
of the ovulatory response. Thus, 8 hours after sperm 
injection, this stage occurred in 5 animals in the third 
experimental group, compared to 3 in the other groups 
[10]. Furthermore, correction of steroidogenesis in the 
second and third groups ensured 100 % completion of 
the excitation stage, manifested by ovulation, with‑
in 20 hours after artificial insemination, compared to 
88.9 and 87.5 % in the control and first experimental 
groups, respectively.

CONCLUSION
Thus, the addition of melatonin at doses of 500 and 

700 mg to progesterone-containing implants used in 

programs to synchronize estrus and ovulation induc‑
es the formation of larger preovulatory follicles in the 
ovaries and ensures a positive ovulatory response in 
all treated animals. Furthermore, the biological activ‑
ity of the neuropeptide at a dose of 700 mg positive‑
ly affected granulosa cell function, as evidenced by an 
increase in 17β-estradiol secretion during the hormon‑
ally induced estrus.
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Аннотация. Данное исследование посвящено анализу потенциала азитромицина — 15‑членного макро‑
лида, обладающего широким спектром антимикробных и иммуномодулирующих свойств, — в лечении 
цитозооноза у кошек. В работе рассмотрены структурные особенности препарата, его механизмы действия 
и фармакокинетические преимущества. Особое внимание уделено возможности использования азитроми‑
цина в ветеринарии, в частности, в комплексной терапии паразитарных заболеваний, таких как цитозоо‑
ноз, вызываемый паразитом Cytauxzoon felis. Проанализированы существующие схемы лечения, их эф‑
фективность и сравнительные показатели выживаемости животных. Полученные данные свидетельству‑
ют о  высокой эффективности комбинации азитромицина с  противомалярийными препаратами, что 
значительно снижает уровень смертности. Исследование подчеркивает актуальность дальнейших клини‑
ческих и экспериментальных работ по внедрению азитромицина в ветеринарную практику для повыше‑
ния эффективности борьбы с опасными паразитарными инфекциями у домашних животных.
Ключевые слова: азитромицин, цитозооноз, терапия, атоваквон, кошки
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В  России домашние животные есть у  63 % 
населения, причем более половины владельцев 
(51,3 %) выбирают кошек. Несмотря на такую по‑
пулярность, в среде хозяев и даже среди ветеринар‑
ных специалистов сохраняется крайне низкая ос‑
ведомленность о цитозоонозе. Цитозооноз — это 
острое, смертельно опасное протозойное заболева‑
ние кошек, вызываемое паразитом Cytauxzoon fe‑
lis. Оно передается через укус иксодовых клещей-
переносчиков, поражает исключительно кошачьих. 
Опасность цитозооноза заключается в его стреми‑
тельном развитии, тяжелейших симптомах и край‑
не высокой летальности (90 %) [6, 9, 15, 25, 28, 37].

Особую проблему создает отсутствие офи‑
циально зарегистрированных и  легкодоступных 
в  Российской Федерации препаратов с  прямой 
противопаразитарной активностью против C.  fe‑
lis. Таким образом, исследование, направленное 
на оценку эффективности существующих и разра‑
ботку новых терапевтических схем, таких как ком‑
плексное применение азитромицина и антипрото‑
зойных препаратов, является критически важным 
и  актуальным для улучшения выживаемости ко‑
шек и повышения информированности ветеринар‑
ного сообщества.

Азитромицин — 15‑членный макролид, отно‑
сящийся к подклассу азалидов. Он является произ‑
водным эритромицина — 14‑членного макролида 
с замещенным метильной группой азотом и вклю‑
ченным в лактонное кольцо. Данная структурная 
модификация позволила усилить кислотоустойчи‑
вость антибиотика, а также улучшила его способ‑
ность проникать в клетки и ткани организма [1, 4].

За счет своей двухосновной структуры азитро‑
мицин активно поглощается и накапливается клет‑
ками иммунной системы: гранулоцитами, макро‑
фагами, моноцитами, а также долго выводится из 
организма животных. Благодаря этой особенности 
данный антибиотик препятствует проникновению 
простейших в  клетки крови. Поэтому препарат 
успешно применяется в ветеринарии в комплекс‑
ном лечении пироплазмоза. Наибольшая эффек‑
тивность азитромицина была выявлена в терапии 
цитозооноза кошек [1, 12, 16, 19, 24, 27, 28, 29, 31].

Жизненный цикл простейших Cytauxzoon felis 
характеризуется последовательной сменой ткане‑
вой и эритроцитарной фаз. После попадания ин‑
фицированной слюны клеща в организм кошачь‑
их, спорозоиты в течение 36 часов мигрируют в мо‑
нонуклеарные клетки хозяина, где инициируется 

бесполое размножение путем шизогонии [11, 18]. 
Патогенез заболевания связан с развитием шизон‑
тов в инфицированных клетках, что приводит к об‑
струкции кровеносных сосудов в паренхиматозных 
органах, таких как лимфатические узлы, печень, 
легкие и селезенка [9, 26]. Широкое распростране‑
ние шизонтов приводит к нарушению кровообра‑
щения, инфицированию тканей и тяжелой систем‑
ной воспалительной реакции, которая может при‑
вести к полиорганной недостаточности и смерти 
в течение 3 недель после заражения [21, 33]. В даль‑
нейшем, шизонты трансформируются в мерозоиты, 
покидающие макрофаги для инфицирования эри‑
троцитов [7, 15, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27].

Лечение данного заболевания является ключе‑
вым в эндемических зонах. Кроме того, рост гео‑
графического распространения инфекции и  воз‑
можность обнаружения паразитов у  хронически 
инфицированных кошек, которые побывали за гра‑
ницей, делают исследование цитозооноза важным 
и в неэндемических регионах [27].

В ходе анализа научных работ иностранных 
и  российских авторов было изучено множество 
схем лечения цитозооноза кошек, включающих 
применение антипротозойных препаратов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Парваквион и бупарваквион, используемые для 

лечения тейлериоза крупного рогатого скота, а так‑
же диметиазина ацетат, применяемый для лечения 
трипаносомоза у сельскохозяйственных животных, 
были исследованы при терапии пироплазмоза ко‑
шек. Однако данные препараты проявили низкую 
эффективность при лечении экспериментально вы‑
званного цитозооноза [10, 27].

Исследование зарубежной и отечественной ли‑
тературы позволило выявить две самые действен‑
ные схемы лечения цитозооноза кошек:

1. Пероральный прием антипротозойного пре‑
парата атоваквон и противомикробного препарата 
азитромицин в сочетании с индивидуальной под‑
держивающей терапией [12, 14, 16, 24, 28];

2. Подкожное и  внутримышечное введение 
атропина и препаратов с имидокарбом дипропио‑
натом в качестве действующего вещества [14, 20, 
24, 29].

В первой схеме лечения Атоваквон вводили 
перорально или через зонд для энтерального пи‑
тания в дозе 15 мг/кг каждые 8 часов в течение 10 
дней. Азитромицин вводили перорально или че‑
рез зонд для энтерального питания в дозе 10 мг/кг 
каждые 24 часа в течение 10 дней [16].

В результате было установлено, что комбина‑
ция азитромицина и атоваквона в дозе 15 мг/кг пре‑
восходит по эффективности применение диминазе‑
на и имидокарба: уже через сутки после введения 
препаратов было отмечено улучшение клиническо‑
го состояния животных [23, 24].

У большей части испытуемых кошек с  есте‑
ственным заражением при микроскопическом ис‑
следовании крови пироплазмы не были обнару‑
жены уже через 1—8 недель после лечения. ПЦР 
у каждой кошки была либо отрицательной, либо 
показала крайне низкое количество паразитов. 
Снижение паразитемии благоприятно отразилось 
на выживаемости животных (60 %) [10, 12, 14, 
16, 21].

По второй схеме кошки предварительно полу‑
чали атропин в дозе 0,05 мг/кг подкожно за 15 ми‑
нут до внутримышечной инъекции имидокарба ди‑
пропионата в дозе 3,5 мг/кг. Повторная инъекция 
препаратов проводилась через 7 дней [24, 29, 34].

В результате проведенной терапии не установ‑
лено ослабление паразитемии по сравнению с пер‑
вой схемой лечения, что отразилось в росте ле‑
тальности. В итоге смертность животных соста‑
вила 74 % от общего количества кошек [22, 24, 28, 
29, 32, 36].

Исследование показало, что у кошек с острым 
цитозоонозом, для лечения которых применяли 
комбинацию атоваквона и  азитромицина, выжи‑
ваемость была более чем в 2 раза выше по сравне‑
нию с аналогичной группой животных, проходив‑
ших терапию имидокарбом дипропионатом: 60 % 
и 26 % соответственно [9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, 
24, 27, 28, 29, 34, 36].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За прошедшие годы было исследовано мно‑

жество антипротозойных препаратов при тера‑
пии цитозооноза кошек, и было обнаружено, что 
в  основном они имеют низкую эффективность. 
Проведенные исследования демонстрируют, что 
при отсутствии терапевтического вмешательства 
летальность при данном заболевании достигает 
100 %. 

Однако современные протоколы лечения по‑
зволяют улучшить прогноз, существенно снижая 
показатель смертности. На текущий момент реко‑
мендуемым способом лечения является перораль‑
ный прием противомалярийного препарата атова‑
квон и противомикробного препарата азитромицин 
в сочетании с индивидуальной поддерживающей 
терапией.
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Abstract. This study analyzes the potential of azithromycin, a 15‑membered macrolide with a broad spectrum of 
antimicrobial and immunomodulatory properties, for the treatment of feline cytauxzoonosis. The paper examines 
the drug structural features, mechanisms of action and pharmacokinetic advantages. Particular attention is paid 
to the potential use of azithromycin in veterinary medicine, particularly in the complex therapy of parasitic dis‑
eases, such as cytauxzoonosis (cytozoonosis) caused by the parasite Cytauxzoon felis. Existing treatment regi‑
mens, their efficacy and comparative animal survival rates are analyzed. The data obtained demonstrate the high 
efficacy of combining azithromycin with antimalarial drugs, significantly reducing mortality. The study empha‑
sizes the relevance of further clinical and experimental research on the introduction of azithromycin into veteri‑
nary practice to improve the efficacy of the fight against dangerous parasitic infections in pets.
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In Russia, 63 % of the population owns pets, with 
more than half of owners (51.3 %) choosing cats. 
Despite this popularity, awareness of cytauxzoonosis 
remains extremely low among pet owners and even 
among veterinary professionals. Cytauxzoonosis is an 
acute, life-threatening protozoan disease in cats caused 
by the parasite Cytauxzoon felis. Transmitted by the 
bite of the tick, it exclusively affects cats. The danger 
of cytauxzoonosis lies in its rapid progression, severe 
symptoms and extremely high mortality rate (90 %) 
[6, 9, 15, 25, 28, 37].

A particular problem is the lack of officially regis‑
tered and readily available drugs with direct antipara‑
sitic activity against C. felis in the Russian Federation. 
Therefore, research aimed at assessing the efficacy of 
existing therapeutic regimens and the design of new 
ones, such as the combination of azithromycin and an‑
tiprotozoal drugs, is critically important and relevant 
to improve feline survival and raise awareness in the 
veterinary community.

Azithromycin is a 15‑membered macrolide belong‑
ing to the azalide subclass. It is a derivative of erythro‑
mycin, a 14‑membered macrolide with a methyl-substi‑
tuted nitrogen atom incorporated into the lactone ring. 
This structural modification enhances the acid resis‑
tance of the antibiotic and improves its ability to pen‑
etrate cells and tissues [1, 4].

Due to its dibasic structure, azithromycin is ac‑
tively absorbed and accumulated by immune system 
cells (granulocytes, macrophages and monocytes), 
and is also slowly eliminated from the body. This fea‑
ture prevents protozoa from penetrating blood cells. 
Therefore, the drug is successfully used in veterinary 
medicine as part of the complex treatment of piroplas‑
mosis. Azithromycin has been shown to be particular‑
ly effective in the treatment of feline cytauxzoonosis 
[1, 12, 16, 19, 24, 27, 28, 29, 31].

The life cycle of the protozoan Cytauxzoon fe‑
lis is characterized by a sequential change of the tis‑
sue and erythrocytic phases. After ingestion of infect‑
ed tick saliva by cats, sporozoites migrate within 36 
hours into the host’s mononuclear cells, where asexual 
reproduction by schizogony is initiated [11, 18]. The 
pathogenesis of the disease is associated with the de‑
velopment of schizonts in infected cells, which leads 
to obstruction of blood vessels in parenchymal organs 
such as lymph nodes, liver, lungs and spleen [9, 26]. 
Widespread dissemination of schizonts leads to circu‑
latory impairment, tissue infection and a severe sys‑
temic inflammatory response, which can lead to mul‑
tiple organ failure and death within 3 weeks of infec‑
tion [21, 33]. Subsequently, schizonts transform into 
merozoites, which exit macrophages to infect eryth‑
rocytes [7, 15, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27].

Treatment of this disease is crucial in endemic ar‑
eas. Furthermore, the increasing geographic spread of 
the infection and the possibility of detecting parasites 
in chronically infected cats that have traveled abroad 
make cytauxzoonosis research important in non-en‑
demic regions as well [27].

A review of research papers by foreign and Russian 
authors examined numerous treatment regimens for 
feline cytauxzoonosis, including the use of antipro‑
tozoal drugs.

STUDY RESULTS
Parvakvion and buparvakvion, used to treat bo‑

vine theileriosis, as well as dimethiazine acetate, used 
to treat trypanosomiasis in farm animals, were stud‑
ied for feline piroplasmosis. 

However, these drugs demonstrated low efficacy 
in the treatment of experimentally induced cytauxzoo‑
nosis [10, 27].

A review of foreign and domestic literature re‑
vealed two of the most effective treatment regimens 
for feline cytauxzoonosis.

1. Peroral administration of the antiprotozoal drug 
atovaquone and the antimicrobial drug azithromycin 
in combination with individualized supportive thera‑
py [12, 14, 16, 24, 28].

2. Subcutaneous and intramuscular administration 
of atropine and drugs containing imidocarb dipropio‑
nate as the active ingredient [14, 20, 24, 29].

In the first treatment regimen, atovaquone was 
administered perorally or via an enteral feeding tube 
at a dose of 15  mg/kg every 8 hours for 10 days. 
Azithromycin was administered perorally or via an 
enteral feeding tube at a dose of 10 mg/kg every 24 
hours for 10 days [16].

The results showed that the combination of azith‑
romycin and atovaquone at a dose of 15 mg/kg was su‑
perior to diminazene and imidocarb: an improvement 
in the animals’ clinical condition was noted within 24 
hours of administration [23, 24].

In the majority of naturally infected cats, micro‑
scopic blood examination revealed no evidence of piro‑
plasms within 1—8 weeks after treatment. The PCR 
testing in every cat was either negative or showed ex‑
tremely low parasite counts. The reduction in parasite‑
mia had a beneficial effect on animal survival (60 %) 
[10, 12, 14, 16, 21].

In the second regimen, cats were pre-treated with 
atropine at a dose of 0.05 mg/kg subcutaneously 15 
minutes before an intramuscular injection of imidocarb 
dipropionate at a dose of 3.5 mg/kg. A repeat injection 
of the drugs was administered 7 days later [24, 29, 34].

This therapy failed to reduce parasitemia, com‑
pared to the first treatment regimen, resulting in an in‑
creased mortality rate. Ultimately, mortality account‑
ed for 74 % of all cats treated [22, 24, 28, 29, 32, 36].

The study showed that cats with acute feline cy‑
tauxzoonosis treated with a combination of atovaquone 
and azithromycin had a more than two-fold higher 
survival rate, compared to a similar group of animals 
treated with imidocarb dipropionate: 60 % and 26 %, 
respectively [9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 21, 24, 27, 28, 
29, 34, 36].

CONCLUSION
Over the years, numerous antiprotozoal drugs have 

been studied for the treatment of feline cytauxzoono‑
sis, and they have generally been found to be ineffec‑
tive. The studies have demonstrated that, without ther‑
apeutic intervention, the mortality rate for this disease 
reaches 100 %. However, modern treatment protocols 
can improve the prognosis, significantly reducing the 
mortality rate. The current recommended treatment is 
peroral administration of the antimalarial drug atova‑
quone and the antimicrobial drug azithromycin, com‑
bined with individualized supportive care.
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Аннотация. Заворот большой ободочной кишки у лошадей является одной из самых опасных и тяжелых 
форм и заболеваний желудочно-кишечного тракта. Заболевание развивается стремительно, требует немед‑
ленной госпитализации в профильную клинику и оперативного лечения. Стопроцентная летальность при 
отсутствии оперативного лечения, а также необходимость начать операцию как можно раньше делают ак‑
туальной проблему ранней диагностики заболеваний большой ободочной кишки, требующих хирургиче‑
ского вмешательства.
Зачастую невыраженные клинические признаки в начале развития болезни, отсутствие постоянного кон‑
троля за животным и слабая информированность по данной проблеме владельцев животных приводят 
к фатальным последствиям. Развиваются тяжелые вторичные изменения в виде эндотоксемия, сепсиса, 
перитонита, дыхательной и сердечно-сосудистой недостаточности. Все вышеперечисленное значительно 
затрудняет как проведение самой операции, так и постоперативное ведение пациентов и приводит к не‑
возможности проведения какого-либо лечения и как следствие, гибели животного или необходимости эв‑
таназии.
Целью данной работы являлось изучение особенностей диагностики острых заболеваний толстого отде‑
ла кишечника лошадей, способствующим наиболее эффективному лечению и минимизации случаев ле‑
тального исхода.
Ключевые слова: лошади, колики, заворот большой ободочной кишки, диагностика
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Из-за высокого процента смертности при за‑
болеваниях желудочно-кишечного тракта, сопро‑
вождающегося синдромом колик, каждый такой 
случай является чрезвычайной ситуацией не толь‑
ко для лошади и его владельца, но и для ветеринар‑
ного врача [1].

Основные методы, применяемые в диагностике 
этой патологии, включают данные анамнеза, кли‑
нического, ректального, ультразвукового и  лабо‑
раторных исследований, гастроскопию и назога‑
стральное зондирование. В некоторых случаях до‑
статочно одного из выше перечисленных методов 
диагностики, но чаще всего требуется комплекс‑
ная диагностика [2]. Как правило, этот диагно‑
стический алгоритм позволяет достаточно точно 
определить степень тяжести заболевания, его ло‑
кализацию (желудок, тонкий, или толстый отделы 
кишечника) и определиться со стратегией лечения.

Однако, заворот большой ободочной кишки на‑
ряду с некоторыми другими видами странгуляции 

кишечника лошади требует более пристального 
внимания со стороны клиницистов. Данная пато‑
логия характеризуется развитием сильного метео‑
ризма слепой кишки, некрозом стенки кишки и на‑
рушением проницаемости клеточных мембран, что 
приводит к усиленной резорбции кишечных эндо‑
токсинов, с возникновением через 4—5 часов, тя‑
желейшей формы эндотоксического шока [3].

Поэтому диагностика при подозрении на дан‑
ное заболевания требует более тщательного и взве‑
шенного подхода, для спасения жизни пациента, 
либо своевременного принятия решения об эвта‑
назии, при неблагоприятных прогнозах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Статистические данные собраны в  вете‑
ринарной клинике «Форсайд» расположенной 
в  Ленинградской области, специализирующейся 
на лечение лошадей, в том числе и оперативных 

вмешательствах по поводу заболеваний желудоч‑
но-кишечного тракта лошадей.

Был проведен ретроспективный анализ историй 
болезни двадцати животных, проходивших диагно‑
стику и последующее лечение в клинике по поводу 
симптомокомплекса колик и подозрением на непро‑
ходимость толстого отдела кишечника. Диагноз– 
заворот большой ободочной кишки, подтвержден‑
ный интраоперационно, был поставлен двенадца‑
ти животным. Период взятый для анализа историй 
болезни охватил 2021—2024 гг. Полученные в ходе 
диагностики данные анализировались и сравнива‑
лись с данными, взятыми из отечественных и зару‑
бежных литературных источников.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Для сбора данных отбирались больные лоша‑

ди с признаками непроходимости толстого отдела 
кишечника, которые после диагностики проходили 
консервативное, либо оперативное лечение с даль‑
нейшим интраоперационным подтверждением диа‑
гноза — заворот большой ободочной кишки.

Лечение заворота большой ободочной кишки 
лошадей связано со значительными интраопера‑
ционными и постоперационными рисками и требу‑
ет длительной реабилитации. Это влечет за собой 
как значительные финансовые затраты, обуслов‑
ленные госпитализацией, так и  не редко смерть 
пациента. [4]. В связи с этим становится актуаль‑
ным как можно более ранняя и точная диагности‑
ка, как желудочно-кишечных заболеваний лошадей 
в целом, так и заворота большой ободочной киш‑
ки, в частности.

Общепринятый диагностический протокол, 
который применялся для диагностики пациентов 
с симптомокомплексом колик, включает в себя сбор 
анамнеза (возраст, условия содержания и кормле‑
ния, наличие хронических заболеваний, время по‑
явления первых симптомов, ранее применяемое ле‑
чение и ответ на него), клиническое исследование 
(степень болевого синдрома, частоту сердечных 
сокращений (ЧСС), частоту дыхательных движе‑
ний (ЧДД), термометрия), зондирование желудка, 
ректальное и ультразвуковое исследования, иногда 
общий и биохимический анализы крови и гастро‑
скопическое исследования [2].

Данные анамнеза важны для постановки диа‑
гноза, так по сообщениям многих авторов, увели‑
чения случаев заворота большой ободочной киш‑
ки отмечается в хозяйствах с большим маточным 
поголовьем. Развитие заворота связано, по всей ви‑
димости, с тем, что после родов имеется довольно 

большое пустое пространство в области тазового 
изгиба большой ободочной кишки, что в совокуп‑
ности со свободным его расположением в брюш‑
ной полости, способствует завороту. Так же отме‑
чается сезонный подъем заболеваемости, связан‑
ный со сменой рациона и переходом на кормление 
зеленой травой [4, 5]. По результатам, полученным 
в ходе диагностики, принимается решение о кон‑
сервативном лечении, либо срочном оперативном 
вмешательстве. Учитывая тот факт, что при заво‑
роте большой ободочной кишки у лошадей не су‑
ществует консервативного лечения и общее состоя‑
ние пациента стремительно ухудшается точность 
постановки диагноза и скорость принятия решения 
о проведении операции, имеют решающее значе‑
ние для исхода лечения [3, 6, 7].

Во всех, без исключения, случаях, когда диа‑
гноз заворот большой ободочной кишки подтвер‑
ждался интраоперационно либо посмертно у паци‑
ентов с симптомокомплексом колик наблюдались 
значительные превышения нормы таких показате‑
лей как уровень лактата и гематокрита, ЧСС и ЧДД. 
Намного сильнее была выражена демонстрация аб‑
доминальной боли. Лошади проявляли сильное бес‑
покойство, ложились или падали, не реагировали 
на людей и окружающую среду. В ряде случаев та‑
ким пациентам не проводилось ректальное иссле‑
дование ввиду очевидности необходимости опе‑
ративного вмешательства. Важно отметить факт 
стремительного и неуклонного повышения выше‑
перечисленных клинических показателей во время 
нахождения таких пациентов в стационаре, а так‑
же слабый и непродолжительный ответ на введе‑
ние обезболивающих препаратов, либо вовсе его 
отсутствие [7].

Напротив, пациенты с  неполным заворотом 
большой ободочной кишки, смещением, закупор‑
кой ее кормовыми массами, либо метеоризмом, 
демонстрировали более умеренную болевую ре‑
акцию, основные клинические показатели хоть 
и превышали норму, но оставались на определен‑
ном уровне, либо снижались после начала тера‑
певтического лечения. Эти пациенты хорошо от‑
вечали на вводимые обезболивающие препараты.

В таблице отражены основные параметры 
и клинические симптомы, используемые при диа‑
гностике лошадей с симптомокомплексом колик. 
Полученные в ходе диагностики данные, позволя‑
ют выбрать тактику лечения, оперативное вмеша‑
тельство, либо консервативная терапия, а  также 
своевременно реагировать на развития заворота 
большой ободочной кишки в условиях стационара.
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		  Таблица 
Основные клинические показатели лошадей, применяемые для диагностики 

пациентов с симптомокомплексом колик в клинике «Форсайд»

№ Пол 
и возраст

Цвет 
слизи‑
стых / 

снк 
(секунд)

ЧСС (уд/ 
мин)

ЧДД, 
(дых. 

Движ./
мин)

Гемато‑
крит %

Лактат 
венозной 

крови 
(м. моль/

литр

Ректаль‑
ное 

исследо‑
вание

Диагноз
Резуль‑

таты 
лечения

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 Мерин 
5л.

Крас‑
ные /3 55 22 48 2,5

Пере‑
полн. 
газом 
БОК*

Тимпа‑
ния БОК*

Консер‑
вативное

2 Кобыла 
8л.

Бледно-
роз. /2 38 18 37 1,5

Пере‑
полн. 

кормом 
БОК*

Закупор‑
ка БОК*

Консер‑
вативное

3 Кобыла 
11л.

Бледно-
роз. /2 36 20 34 1,7

Пере‑
меще

ние БОК 
в почеч‑
но-селе‑
зеночное 

про‑
стран‑
ство

Пере‑
мещение 

БОК 
в почеч‑
но-селе‑
зеночное 

про‑
стран‑
ство

Консер‑
вативное

4 Мерин 
3 г.

Крас‑
ные /2 55 25 45 2,6

Пере‑
полн. 
газом 
БОК*

Тимпа‑
ния БОК*

Консер‑
вативное

5 Мерин 
20 л.

Крас‑
ные /2 48 26 38 3,6

Пере‑
полн. 
газом 
БОК*

Тимпа‑
ния БОК*

Консер‑
вативное

6 Жере
бец 9л.

Бледно-
роз. /2 36 16 35 1,2

Пере‑
полн. 

кормом 
БОК*

Закупор‑
ка БОК*

Консер‑
вативное

7 Кобыла 
22 г.

Бледно-
роз. /2 44 20 48 2,7

Пере‑
полн. 

кормом 
БОК*

Закупор‑
ка БОК*

Консер‑
вативное

8 Мерин 
7 л.

Крас‑
ные /2 47 17 46 2,5

Пере‑
полн. 

кормом 
БОК*

Закупор‑
ка БОК*

Консер‑
вативное

Окончание табл.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

9 Мерин, 
10 л.

Темно-
красн./3 94 30 59 5,2

Пере‑
полн. 
газом 
БОК*

Заворот 
БОК*

Опер. 
лечение

10 Кобыла 
10 л.

Крас‑
ные /2 80 26 55 4,5

Пере‑
полн. 
газом 
БОК*

Заворот 
БОК*

Опер. 
лечение

11 Мерин 
8 л.

Блед‑
ные/4 56 35 56 7,8

Не 
проводи‑

лось

Заворот 
БОК* 

(посмерт‑
но)

Эвтана‑
зия

12 Кобыла 
15 л.

Бледно-
роз. /2 64 20 38 2.5

Пере‑
полн. 
газом 
БОК*

Частичн. 
заворот 
БОК*

Опер. 
лечение

13 Кобыла 
13 л.

Крас‑
ные /2 80 28 65 5,5

Пере‑
полн. 
газом 
БОК*

Заворот 
БОК*

Опер. 
лечение

14 Мерин 
11 л.

Блед‑
ные/4 110 38 70 13.3

Не 
проводи‑

лось

Заворот 
БОК*

Умер на 
опер. 
столе

15 Мерин 
19 л.

Темно-
красн./4 85 30 65 4,7

Пере‑
полн. 
газом 
БОК*

Заворот 
БОК*

Опер. 
лечение

16 Кобыла 
9 л.

Темно-
красн./3 84 25 61 3,8

Пере‑
полн. 
газом 
БОК*

Заворот 
БОК*

Опер. 
лечение

17 Жере
бец 5 л.

Синюш‑
ные/ 4 95 26 68 6,8

Не 
проводи‑

лось

Заворот 
БОК*

Эвтана‑
зия

18 Кобыла 
12 л.

Бледно-
роз. /2 70 28 57 4.5

Пере‑
полн. 
газом 
БОК*

Заворот 
БОК*

Опер. 
лечение

19 Мерин 
9 л.

Синюш‑
ные/ 4 90 33 65 7,3

Не 
проводи‑

лось

Заворот 
БОК*

Эвтана‑
зия

20 Мерин 
16 л.

Блед‑
ные/4 

Темно-
красн./3

110 38 70 13.3
Не 

проводи‑
лось

Заворот 
БОК*

Опер. 
лечение

	 *	большая ободочная кишка
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В таблице отражена статистика пациентов 
с симптомокомплексом колик, продиагностирован‑
ных и проходивших лечение в клинике «Форсайд» 
в период с 2021 по 2024 год. Анализ приведенных 
в  таблице данных, позволяет сделать вывод, что 
заворот большой ободочной кишки в ряде случаев 
схожий по клиническим признакам с другими па‑
тологиями толстого отдела кишечника, таких как 
метеоризм и закупорка каловыми массами, сопро‑
вождается значительно более глубокими измене‑
ниями клинических показателей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В этой статье был проведен анализ литератур‑

ных данных по проблеме дифференциальной диа‑
гностики заворота большой ободочной кишки у ло‑
шадей. Так же приведены статистические данные 
пациентов клиники «Форсайд» за последние че‑
тыре года. Так как клиника «Форсайд» является 
профильным учреждением, в котором проводится 
оперативное лечение лошадей с данным диагно‑
зом, то, по нашему мнению, приведенные в табли‑
це статистические данные, являются актуальными 
для Ленинградской области.

На основании собственных исследований 
и  данных, взятых из литературных источников, 
диагностика заворота большой ободочной кишки 
не выходит за рамки стандартного диагностиче‑
ского протокола. Однако отсутствие консерватив‑
ного лечения при данном заболевании, временной 
фактор и невозможность проводить качественное 
оперативное вмешательство вне специализирован‑
ной клиники делают дифференциальную диагно‑
стику заворота большой ободочной кишки реша‑
ющим фактором для успеха лечения.

Заболевания толстого отдела желудочно-кишеч‑
ного тракта лошадей в целом и заворот большой 
ободочной кишки в особенности, являются одной 
из самых распространенных причин длительной 
госпитализации лошадей. 

Сложное специфическое лечение наряду с осто‑
рожными прогнозами и высокой смертностью (при 

диагнозе заворот большой ободочной кишки), тре‑
буют от ветеринарных врачей наличия специфиче‑
ских знаний по данной проблематике, более точ‑
ной и своевременной дифференциальной диагно‑
стики с последующим направлением в профильные 
учреждения.
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FEATURES OF DIAGNOSIS OF EQUINE 
LARGE INTESTINAL VOLVULUS
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Abstract. Equine large intestinal volvulus is one of the most dangerous and severe forms of gastrointestinal dis‑
ease. The disease progresses rapidly, requiring immediate hospitalization in a specialized clinic and surgical treat‑
ment. The 100 % mortality rate without surgical treatment, as well as the need to begin surgery as early as possi‑
ble, make the early diagnosis of large intestinal diseases requiring surgical intervention a pressing issue.
Often subtle clinical signs at the disease onset (lack of constant animal monitoring and poor owner awareness of 
the problem lead to fatal consequences. Severe secondary complications, such as endotoxemia, sepsis, peritoni‑
tis and respiratory and cardiovascular failure) develop. All of the above significantly complicates both the surgery 
itself and postoperative management, leading to the impossibility of any treatment, resulting in the death of the 
animal or the need for euthanasia.
The research objective was to study diagnostic features of acute equine intestinal diseases, facilitating more ef‑
fective treatment and minimizing mortality.
Keywords: horses, colic, large intestinal volvulus, diagnosis
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Due to the high mortality rate associated with gas‑
trointestinal diseases associated with colic syndrome, 
each such case is an emergency not only for the horse 
and its owner, but also for the veterinarian [1].

The primary diagnostic methods used for this con‑
dition include anamnesis, clinical, rectal, ultrasound 
and laboratory examinations, gastroscopy and naso‑
gastric intubation. In some cases, one of the above di‑
agnostic methods is sufficient, but more often, a com‑
prehensive diagnostic approach is required [2]. This 
diagnostic algorithm typically allows for a fairly ac‑
curate determination of the disease severity, its loca‑
tion (stomach, small intestine or large intestine) and 
the determination of a treatment strategy.

However, large intestinal volvulus, along with 
some other types of equine intestinal strangulation, 
requires closer attention from clinicians. 

This pathology is characterized by the develop‑
ment of severe cecal flatulence, intestinal wall necro‑
sis and impaired cell membrane permeability, leading 
to increased resorption of intestinal endotoxins, with 
the development of a severe form of endotoxic shock 
within 4—5 hours [3].

Therefore, diagnosis of suspected cases of this dis‑
ease requires a more thorough and balanced approach 
to save the patient’s life or promptly decide on eutha‑
nasia if the prognosis is unfavorable.

MATERIAL AND METHODS
The statistical data were collected at the veterinary 

clinic Forside, located in Leningrad region, specializ‑
ing in equine treatment, including surgical interven‑
tions for equine gastrointestinal diseases.

A retrospective analysis of the medical records of 
20 animals diagnosed and subsequently treated at the 
clinic for a symptom complex of colic and suspected 
large intestinal obstruction was conducted. Twelve an‑
imals were diagnosed with large intestinal volvulus, 
confirmed intraoperatively. The period covered by the 
medical records spanned 2021—2024. The data ob‑
tained during the diagnosis were analyzed and com‑
pared with the data from domestic and international 
literature sources.

STUDY RESULTS
For data collection, sick horses with signs of large 

intestinal obstruction were used. They were diagnosed, 
underwent either conservative or surgical treatment 
with subsequent intraoperative confirmation of the di‑
agnosis of large intestinal volvulus.

Treatment of equine large intestinal volvulus is as‑
sociated with significant intraoperative and postopera‑
tive risks and requires lengthy rehabilitation. This en‑
tails significant financial costs due to hospitalization 
and, not infrequently, death. [4] Therefore, the earli‑
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est and most accurate diagnosis of equine gastrointes‑
tinal diseases in general, and large intestinal volvulus 
in particular, is essential.

The generally accepted diagnostic protocol used 
to diagnose patients with colic includes a comprehen‑
sive medical history (age, keeping and feeding condi‑
tions, presence of chronic diseases, time of the symp‑
tom onset, previous treatment and response to them), 
a clinical examination (pain severity, heart rate (HR), 
respiratory rate (RR), thermometry), gastric intuba‑
tion, rectal and ultrasound examinations, and some‑
times complete blood counts, biochemical blood tests 
and a gastroscopic examination [2].

The medical history is important for diagnosis, as 
many authors report an increased incidence of large in‑
testinal volvulus on farms with large breeding herds. 
The development of volvulus is likely related to the 
presence of a fairly large empty space in the pelvic 
flexure of the intestine after parturition, which, com‑
bined with its free position in the abdominal cavity, 
contributes to the volvulus development. A season‑
al increase in the incidence of the disease is also not‑
ed, associated with dietary changes and the transition 
to green grass feeding [4, 5]. Based on the results ob‑
tained during diagnosis, a decision is made on con‑
servative treatment or urgent surgical intervention. 
Given the fact that there is no conservative treatment 
for equine large intestinal volvulus and the patient’s 
general condition rapidly deteriorates, the accuracy 

of the diagnosis and the speed of decision-making re‑
garding surgery are crucial.

In all cases, without exception, where the diagno‑
sis of large intestinal volvulus was confirmed intraop‑
eratively or postmortem in patients with colic symp‑
toms, significant elevations in lactate and hematocrit 
levels, heart rate and respiratory rate were observed. 
Abdominal pain was much more pronounced. Horses 
displayed severe anxiety, laying down or falling and 
were unresponsive to people and the environment. In 
a number of cases, rectal examinations were not per‑
formed in these patients due to the obvious need for 
surgical intervention. It is important to note the rapid 
and persistent increase in the above-mentioned clinical 
indicators during the hospital stay of these patients, as 
well as a weak and short-lived response to pain med‑
ication or no response at all [7].

In contrast, patients with a partial large intesti‑
nal volvulus, displacement, impaction by fecal matter 
or flatulence demonstrated a more moderate pain re‑
sponse. While the main clinical indicators were ele‑
vated, they remained at a certain level or decreased af‑
ter the therapeutic treatment onset. These patients re‑
sponded well to the administered analgesics.

The Table displays the key indicators and clinical 
signs used to diagnose horses with colic symptoms. 
The data obtained during diagnosis help select a treat‑
ment strategy, whether surgical intervention or conser‑
vative therapy, and promptly respond to the develop‑
ment of large intestinal volvulus in a hospital setting.

		  Table 
Key clinical indicators used to diagnose equine patients with colic symptoms at the veterinary clinic Forside

No. Gender 
and age

Mucous 
mem‑
brane 
color / 
CFR 

(seconds)

Heart rate 
(bpm)

RR, 
(breathing 

move‑
ment/min)

Hemato‑
crit %

Venous 
blood 
lactate 

(mmol/L)

Rectal 
examina‑

tion
Diagnosis Treatment 

results

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1
Gelted 
horse 
5 y. o.

Red /3 55 22 48 2.5 Gas-filled 
LI*

LI* 
tympany

Conserva‑
tive

2 Mare 
8 y. o.

Pale 
pink /2 38 18 37 1.5 Food-

filled LI*
LI* 

impaction
Conserva‑

tive

3 Mare 
11 y. o.

Pale 
pink /2 36 20 34 1.7

LI* 
transfer 
into the 

re‑
nal-splen‑
ic space

LI* 
transfer 
into the 

re‑
nal-splen‑
ic space

Conserva‑
tive

Table (continued)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4
Gelted 
horse 
3 y. o.

Red /2 55 25 45 2.6 Gas-filled 
LI*

LI* 
tympany

Conserva‑
tive

5
Gelted 
horse 

20 y. o.
Red /2 48 26 38 3.6 Gas-filled 

LI*
LI* 

tympany
Conserva‑

tive

6

Unaltered 
male 
horse, 
9 y. o.

Pale 
pink /2 36 16 35 1.2 Food-

filled LI*
LI* 

impaction
Conserva‑

tive

7 Mare, 
22 y. o.

Pale 
pink /2 44 20 48 2.7 Food-

filled LI*
LI* 

impaction
Conserva‑

tive

8
Gelted 
horse, 
7 y. o.

Red /2 47 17 46 2.5 Food-
filled LI*

LI* 
impaction

Conserva‑
tive

9
Gelted 
horse, 

10 y. o.

Dark 
red /3 94 30 59 5,2 Gas-filled 

LI*
LI* 

volvulus
Surgical 
treatment

10 Mare, 
10 y. o. Red /2 80 26 55 4.5 Gas-filled 

LI*
LI* 

volvulus
Surgical 
treatment

11
Gelted 
horse, 
8 y. o.

Pale/4 56 35 56 7.8 Was not 
performed

LI* 
volvulus 

(post 
mortem)

Euthana‑
sia

12 Mare, 
15 y. o.

Pale 
pink /2 64 20 38 2.5 Gas-filled 

LI*
Partial LI* 
volvulus

Surgical 
treatment

13 Mare, 
13 y. o. Red /2 80 28 65 5.5 Gas-filled 

LI*
LI* 

volvulus
Surgical 
treatment

14
Gelted 
horse, 
11 y. o.

Pale/4 110 38 70 13.3 Was not 
performed

LI* 
volvulus

Died on 
the 

operating 
table.

15
Gelted 
horse, 

19 y. o.

Dark 
red/4 85 30 65 4.7 Gas-filled 

LI*
LI* 

volvulus
Surgical 
treatment

16 Mare, 
9 y. o.

Dark 
red/3 84 25 61 3.8 Gas-filled 

LI*
LI* 

volvulus
Surgical 
treatment

17

Unaltered 
male 
horse, 
5 y. o.

Bluish/ 4 95 26 68 6.8 Was not 
performed

LI* 
volvulus

Euthana‑
sia

18 Mare, 
12 y. o.

Pale 
pink /2 70 28 57 4.5 Gas-filled 

LI*
LI* 

volvulus
Surgical 
treatment

19
Gelted 
horse, 
9 y. o.

Bluish / 4 90 33 65 7.3 Was not 
performed

LI* 
volvulus

Euthana‑
sia
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Table (continued)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

20
Gelted 
horse, 

16 y. o.

Pale/4 
Dark 
red./3

110 38 70 13.3 Was not 
performed

LI* 
volvulus

Surgical 
treatment

	 *	large intestine

The Table presents the statistics for patients with 
colic symptoms diagnosed and treated at the veterinary 
clinic Forside from 2021 to 2024. The analysis of the 
data presented in the Table suggests that large intes‑
tinal volvulus, while in some cases similar in clinical 
signs to other intestinal pathologies such as flatulence 
and fecal impaction, is accompanied by significantly 
more profound changes in clinical indicators.

CONCLUSION
This article analyzes the literature on the differen‑

tial diagnosis of equine large intestinal volvulus. The 
statistical data for patients treated at the veterinary 
clinic Forside over the past four years are also provid‑
ed. Since the veterinary clinic Forside is a specialized 
institution that performs surgical treatment of horses 
with this diagnosis, we believe the statistical data pre‑
sented in the Table are relevant for Leningrad region.

Based on our own research and data from litera‑
ture, the diagnosis of large intestinal volvulus (LIV) 
does not go beyond the standard diagnostic protocol. 
However, the lack of conservative treatment for this 
condition, the time factor, and the impossibility of per‑
forming high-quality surgical intervention outside a 
specialized clinic make differential diagnosis of LIV 
a crucial factor for treatment success.

Diseases of the equine gastrointestinal tract in gen‑
eral, and large intestinal volvulus (LIV) in particular, 
are among the most common causes of prolonged hos‑
pitalization in horses. Complex, specific treatment, 
along with a cautious prognosis and high mortali‑

ty (with a diagnosis of LIV), require veterinarians to 
have specific knowledge of this issue, as well as more 
accurate and timely differential diagnosis and subse‑
quent referral to specialized institutions.
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Аннотация. В статье приведены материалы по распространению мастита у коров. Установлено, что суб‑
клиническая форма мастита у коров является наиболее распространенной, которая диагностирована у 34,5 % 
обследованных коров при частоте поражения 12,6 % долей. Интенсивность поражения долей молочной 
железы субклиническим маститом не имела значительной вариабельности в связи с возрастом коров, пе‑
риодом лактации, но была выражена сезонность. При сопоставлении частоты заболевания передних и зад‑
них долей молочной железы коров субклиническим маститом, установили незначительное преимуще‑
ственное поражение задних долей. На частоту заболевания коров субклиническим маститом при машин‑
ном доении существенное влияние оказывает величина, форма и расположение сосков.
Ключевые слова: коровы, распространение, мастит, субклинический мастит
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Мастит коров является серьезным заболевани‑
ем лактирующих коров, во время которого снижа‑
ется количество и качество молока и является су‑
щественным тормозом развития молочного ското‑
водства. По общероссийской статистике у  коров 
в  период воспалительного процесса в  молочной 
железе происходит снижение годового удоя на 
10,0—15,0 %. Основные потери приходятся на пе‑
риод болезни, лечения и последующего выздоров‑
ления. В течение года около 68,0 % коров стада мо‑
жет 2 и более раз переболевать этим заболевани‑
ем, что приводит к развитию хронического течения 
болезни и впоследствии к агалактии. Вследствие 
этих причин приходится выбраковывать живот‑
ных. Выбраковка достигает до 20,0 % коров в год 
от дойного стада [1—4].

Общее поголовье коров во всех странах мира 
достигает 211 миллионов, из них более 40,0 % жи‑
вотных заболевают различными формами мастита. 
В хозяйствах нашей страны маститом переболева‑
ют от 22,0 до 60,0 % коров. Наиболее распростра‑
ненной является субклиническая форма, которая 
регистрируется в 2‒4 раза чаще, чем клинически 
выраженная [5].

Установлено, что с увеличением молочной про‑
дуктивности с 4—5 тыс. кг до 6 тыс. кг заболевае‑
мость увеличивается в 1,7 раза, до 7 тыс. кг — в 2,5 
раза и свыше 7 тыс. кг — в 4 раза. Среди высоко‑
продуктивных молочных коров за период лактации 
маститом переболевает 72,1 % животных. Из них 
14,8 % переболевает два и более раза [6].

Мастит у коров может проявиться в результа‑
те воздействия многих факторов — этиология его 
возникновения многообразна. Мастит развивает‑
ся в  любое время года и  в  любом физиологиче‑
ском состоянии животного. По данным исследо‑
ваний в некоторых молочных хозяйствах средней 
полосы России мастит в различных формах обна‑
руживался за год у 25,0—35,0 % коров от общего 
поголовья предприятия. 

Коровы заболевают маститом в любой период 
лактации, при этом чаще заболевание поражает 
высокопродуктивных животных. До четверти пе‑
реболевших коров впоследствии выбраковывают‑
ся в результате атрофии одной или двух четвертей 
вымени. Также стоит отметить, что скрытым ма‑
ститом в некоторых хозяйствах болеет более поло‑
вины коров в стаде, а снижение удоев в результате 

Table (the end)
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перебеливания маститом может доходить до 12,0—
15,0 % от годового удоя [7].

Маститы коров наблюдаются не только в лак‑
тационный, но и  в  периоды запуска и  сухостоя. 
В  промышленных комплексах по производству 
молока в  результате проведения исследований 
диагноз мастит был установлен у 39,0 % коров из 
1250 гол, в том числе и скрытых форм при соотно‑
шении 1:4—5. В периоды запуска и сухостоя коров 
было установлено, что 23,0 % проб молока поло‑
жительно среагировали на быстрый калифорний‑
ский тест [8].

В некоторых хозяйствах Ульяновской области 
уровень мастита составлял от 26,17 до 31,03 %. При 
этом соотношение клинического мастита к скрыто‑
му составляет приблизительно 1:2. На наш взгляд, 
причиной послужило изменение условий содержа‑
ния, а именно: отказ руководства и ветеринарной 
службы хозяйства от организации выгула коров, 
пастьбы в летний период [9]. Целью нашей работы 
явилось изучение распространения мастита у коров 
в условиях Донецкой Народной Республики в раз‑
личные физиологические периоды, сезоны года.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования проводили в  условиях ООО 
«Агрофирма «Горняк» Старобешевского района 
Донецкой Народной Республики. Материалом для 
исследований служили здоровые лактирующие ко‑
ровы и больные субклиническим маститом, в воз‑
расте от 1 до 8 лактаций, а также был проведен ана‑
лиз амбулаторного журнала и актов обследования 
поголовья на мастит в период 2024—2025 гг. Для 
диагностики мастита провели исследование дойно‑
го поголовья в количестве 200 голов. Диагностику 
субклинического мастита проводили в такой после‑
довательности: 1) наружный осмотр; 2) пальпация; 
3) взятие проб молока для лабораторного исследо‑
вания. При осмотре молочной железы определя‑
ли ее форму и степень развития, а также величину 

и расположение сосков. Особое внимание обраща‑
ли на величину и форму симметричных долей вы‑
мени и состояние кожного покрова.

Пальпацией определяли наличие болезненно‑
сти, местную температуру симметричных долей, 
консистенцию паренхимы молочной железы до 
и  после доения. При прощупывании надвымен‑
ных лимфатических узлов учитывали их величи‑
ну, болевую чувствительность, подвижность и кон‑
систенцию.

Для лабораторного исследования брали молоко 
в конце доения (альвеолярное) из каждой доли в от‑
дельности. С целью исключения диагностических 
ошибок мы не исследовали молоко коров в  пер‑
вые 20 дней лактации, в период запуска и сухостоя.

Для выяснения взаимосвязи между формой, 
длинной, толщиной соска, формой его верхушки 
и  частотой заболевания долей молочной железы 
провели морфологическую оценку сосков с парал‑
лельным исследованием проб паренхимного моло‑
ка на наличие субклинического мастита. Оценку 
сосков молочной железы коров проводили перед 
доением путем осмотра и измерения с помощью 
линейки и штангенциркуля. Промеры сосков де‑
лали с правой стороны. Длину передних и задних 
сосков молочной железы измеряли линейкой от их 
основания до верхушки, а толщину — штангенцир‑
кулем в верхней трети сосков.

Диагноз ставили на основании реакции моло‑
ка с экспресс-диагностикумом «Kenotest», согласно 
методических рекомендаций, клинического осмо‑
тра, данных анамнеза. Статистическую обработ‑
ку данных осуществляли с помощью прикладной 
программы «Microsoft Excel».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В результате проведённых исследований были 

получены следующие данные: субклинический ма‑
стит диагностировали у 34,5 % обследованных ко‑
ров, частота поражения долей молочной железы со‑
ставила 12,6 % (табл. 1).

		  Таблица 1 
Распространение субклинического мастита у коров

Обследовано на субклиниче‑
ский мастит Больных субклиническим маститом

коров долей
коров долей Интенсив‑

ность пора‑
жения долейкол-во % кол-во %

200 768 69 34,5 97 12,6 1,4

Интенсивность поражения долей при обследо‑
вании коров, больных субклиническим маститом, 
составила 1,4 раза.

По данным многих исследователей при изуче‑
нии структуры воспалительных процессов суб‑
клиническую форму мастита отмечают у  70,8—

83,7 % животных, клиническую — у 16,3—29,2 % 
коров [9].

С целью выяснения распространения мастита 
у лактирующих коров в различные сезоны года про‑
ведён анализ амбулаторного журнала и актов об‑
следования поголовья на мастит в период 2024—
2025 гг (рис.).

Рис. Сезонность распространения мастита у коров

В результате проведенных исследований было 
установлено, что с января по март 2024 года было 
выявлено 175 случаев мастита, что составляет 
22,1 % от дойного поголовья. Субклиническую 
форму наблюдали в 105 случаях, а клиническую 
в — 70 случаях. 

Второй пик заболеваемости наблюдали с сен‑
тября по ноябрь 2024 года, при этом субклиниче‑
скую форму мастита наблюдали у 84 голов, а кли‑
ническую у 41 коровы.

Таким образом, отмечена выраженная сезон‑
ность заболеваемости коров маститом. Наибольшее 
поражение маститом поголовья наблюдали в перио‑
ды с января по май. Это может быть связано с ухуд‑
шением кормовой базы и нарушением параметров 
микроклимата в животноводческих помещениях.

По данным Г. А. Ларионова (2015) субклиниче‑
ский мастит у коров в период лактации чаще раз‑

вивается в весеннее и летнее время и составляет 
16,0 и 32,0 % соответственно [10].

Влияние возраста на частоту заболевания до‑
лей молочной железы субклиническим маститом 
мы проследили на 73 коровах хозяйства. Среди об‑
следованного поголовья коров хозяйства по возра‑
сту заболеваемость распределилась следующим об‑
разом: 3 года — 13,7 %, 4 года — 9,6 %, 5 лет — 
24,7 %, 6 лет — 6,8 %, 7 лет — 16,4 %. Наибольший 
процент заболевших субклиническим маститом ко‑
ров установлен среди коров 3‑х летнего (50,0 %) 
и 7 — летнего возраста (33,3 %).

Далее мы проанализировали взаимосвязь ме‑
жду заболеванием коров субклиническим масти‑
том и периодом лактации. Лактацию условно под‑
разделили на четыре периода: первый — с 21 по 
110 день, второй — с 111 по 200, третий — с 201 
по 290, четвертый — более 291 дня (табл. 2).

		  Таблица 2 
Заболеваемость коров субклиническим маститом по периодам лактации

Период лактации (дни) Обследовано животных
Выявлено коров, больных субклиническим маститом

гол %

21—110 62 26 41,9

111—200 55 23 41,8

201—290 7 3 42,9

свыше 290 18 8 44,4
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Установлено, что субклинический мастит ре‑
гистрируется почти с одинаковой частотой на про‑
тяжении всей лактации (колебания составляют 
41,8—44,4 %).

Далее сопоставляя частоту заболевания перед‑
них и задних долей молочной железы субклиниче‑
ским маститом, установили незначительное пре‑
имущественное поражение задних долей (табл. 3).

		  Таблица 3 
Частота заболевания долей вымени субклиническим маститом

Доли вымени
Обследовано Диагностировано заболевание

коров долей голов %

Правая передняя 200 200 20 10,0

Правая задняя 200 196 21 10,71

Левая передняя 200 195 30 15,38

Левая задняя 200 188 34 18,08

Разницу между частотой заболевания задних 
и передних долей молочной железы можно объяс‑
нить тем, что у коров задние доли более продук‑
тивные. Г. А. Ларионов с соавторами выявили, что 
при нарушении правил и технологии доения воспа‑
лительный процесс в передней правой и задней ле‑
вой четвертях составляет 44,0 %, в передней левой 
и задней правой четвертях — 29,0 % [10].

На частоту заболевания коров субклиниче‑
ским маститом при машинном доении существен‑
ное влияние оказывает величина, форма и распо‑
ложение сосков. Нормальным расположением сос‑
ков является, такое при котором расстояние между 
верхушками передних сосков 15,0—18,0 см, зад‑
них  — 6,0—10,0  см, между передними и  задни‑
ми — 8,0—12,0 см.

Нами также определен уровень заболеваемости 
коров маститом в зависимости от формы сосков, их 
расположения (табл. 4). Установлено, что из 9 сос‑

ков цилиндрической формы оказалось пораженны‑
ми субклиническим маститом — 6 (67,3 %), из 30 
конической формы — 5 (16,6 %), из 2 бутыльча‑
той — 2 (100,0 %). Значительно чаще заболевание 
диагностировали у коров с воронкообразной фор‑
мой верхушки соска (13 из 24), чем с плоской (4 из 
17) и конусообразной (10 из 33). При нормальном 
расположении сосков заболевание диагностирова‑
ли в 33,3 % случаев, а при сближенном — в 50,0 %.

Таким образом, цилиндрическая, бутыльча‑
тая форма сосков, воронкообразная форма их вер‑
хушки и  сближенное расположение сосков спо‑
собствуют более частому заболеванию субклини‑
ческим маститом.

Взаимосвязь между размерами сосков и часто‑
той возникновения субклинического мастита у ко‑
ров установить не удалось (табл. 5). Диаметр соков 
больных долей был на 0,1—0,2 мм меньше диаме‑
тра здоровых.

		  Таблица 4 
Характеристика сосков вымени у коров и частота заболеваниякоров субклиническим маститом

Показа‑
тели

Форма соска Форма верхушки соска Расположение сосков

цилин‑
дрическая

кониче‑
ская

бутыльча‑
тая плоская конусо‑

видная
воронко‑
образная

нормаль‑
ное

сближен‑
ное

Обследо‑
вано 
коров

9 30 2 17 33 24 18 16

Выявлено 
больных 
коров, %

6
67,3

5
16,6

2
100,0

4
23,5

10
30,3

13
54,1

6
33,3

8
50,0

		  Таблица 5 
Размеры сосков молочной железы и заболеваемость коров субклиническим маститом (M ± m)

Соски молочной железы Толщина сосков, мм Длина сосков, мм

передние
здоровые 19,8 ± 0,4 79,0 ± 1,7

пораженные 19,6 ± 0,7 79,0 ± 0,6

задние
здоровые 19,7 ± 0,4 71,7 ± 1,5

пораженные 19,6 ± 1,1 67,7 ± 2,4

Длина передних сосков здоровых и  больных 
долей у  обследованных коров была одинаковой 
(79,0 мм). Задние соски были короче передних на 
7,3 мм. 

Обращает на себя внимание значительное 
уменьшение длины сосков задних пораженных до‑
лей (71,7 и 67,7 мм, р ˂ 0,02), в сравнении с сим‑
метричными здоровыми долями.

Уменьшение толщины и  длины сосков пора‑
женных долей молочной железы свидетельствуют 
о наличии атрофических процессов и развитии со‑
единительной ткани.

Следовательно, на частоту заболевания долей 
молочной железы субклиническим маститом раз‑
меры сосков не оказывают существенного влияния.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, субклиническая форма масти‑

та у коров является наиболее распространенной. 
Интенсивность поражения долей молочной желе‑
зы субклиническим маститом не имеет значитель‑
ной вариабельности в связи с возрастом коров, пе‑
риодом лактации, но установлена сезонность дан‑
ной патологии с пиком, приходящим на периоды 
с января по май. 

При сопоставлении частоты заболевания перед‑
них и задних долей молочной железы коров субкли‑
ническим маститом, установили незначительное 
преимущественное поражение задних долей. На 
частоту заболевания коров субклиническим масти‑
том при машинном доении существенное влияние 
оказывает величина, форма и расположение сосков.
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Abstract. This article presents the data on the distribution of bovine mastitis. Subclinical mastitis was found to 
be the most common form, diagnosed in 34.5 % of cows examined, with an incidence of 12.6 % of the mamma‑
ry gland lobes affected. The incidence of subclinical mastitis did not vary significantly with cow age or lactation 
period, but did show a pronounced seasonality. A comparison of the incidence of subclinical mastitis in the front 
and posterior (rear) mammary gland lobes revealed a slight predominance of the posterior lobes. The size, shape 
and position of the teats significantly affect the incidence of subclinical mastitis in machine-milked cows.
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Bovine mastitis is a serious disease of lactating 
cows, reducing the quantity and quality of milk and 
significantly hindering the development of dairy farm‑
ing. According to nationwide statistics, the cows with 
mammary gland inflammation experience a 10.0—
15.0 % reduction in annual milk yield. The main loss‑
es occur during the illness, treatment and subsequent 
recovery. Over the course of a year, approximately 
68.0 % of cows in a herd may experience this disease 
two or more times, leading to chronicity and eventu‑
ally agalactia. As a result, animals are culled. Culling 
rates reach up to 20.0 % of dairy cows per year [1—4].

The total cow population worldwide reaches 211 
million, out of which more than 40.0 % develop vari‑
ous forms of mastitis. On farms in our country, masti‑
tis affects from 22.0 to 60.0 % of cows. The most com‑
mon is the subclinical form, which is recorded by 2—4 
times more often than the clinically expressed form [5].

It has been established that with an increase in 
milk productivity (milk yield) from 4000—5000 kg 
to 6000 kg, the incidence of mastitis increases by 1.7 
times (up to 7000 kg), by 2.5 times (above 7000 kg) — 
by 4 times. Among high-yielding dairy cows, 72.1 % 
of animals experience mastitis during lactation. Out 
of these 14.8 % experience the disease two or more 
times [6].

Bovine mastitis can be caused by many factors. 
Its etiology is diverse. Mastitis can develop at any 
time of year and in any physiological state of the an‑
imal. According to research on some dairy farms in 
central Russia, mastitis in various forms was detect‑
ed in 25.0—35.0 % of the total herd of cows per year. 
Mastitis develops in cows at any stage of lactation, 
although the disease most often affects high-yielding 
animals. Up to a quarter of cows that have recovered 
from the disease are subsequently culled due to atro‑
phy of one or two quarters of the udder. It is also worth 
noting that on some farms, more than half of the cows 
in the herd suffer from latent mastitis, and the reduc‑
tion in milk yield as a result of suffering from mastitis 
can reach 12.0—15.0 % of the annual milk yield [7].

Bovine mastitis is observed not only during lacta‑
tion but also during the cow drying off and dry peri‑
ods. At industrial dairy complexes, the studies revealed 
that mastitis was diagnosed in 39.0 % of 1250 cows, 
including latent forms, at a ratio of 1:4—5. During the 
cow drying off and dry periods, 23.0 % of milk sam‑
ples were positive for the California Mastitis Test [8].

On some farms in Ulyanovsk region, mastitis rates 
ranged from 26.17 % to 31.03 %. Moreover, the ratio 
of clinical to latent mastitis was approximately 1:2. In 
our opinion, this was due to changes in keeping condi‑
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tions, namely, the refusal of farm management and vet‑
erinary services to organize outdoor grazing of cows 
during the summer [9]. The research objective was to 
study the distribution of bovine mastitis in the Donetsk 
People’s Republic during various physiological peri‑
ods and seasons.

MATERIAL AND METHODS
The study was conducted at Gornyak Agricultural 

Firm LLC, in Starobeshevskiy district of the Donetsk 
People’s Republic. Healthy lactating cows and those 
with subclinical mastitis, aged between one and eight 
lactations, were used for the study. 

Ambulatory records and herd mastitis examination 
reports for the period of 2024—2025 were also ana‑
lyzed. To diagnose mastitis, a dairy herd of 200 an‑
imals was examined. Subclinical mastitis was diag‑
nosed in the following sequence: 1) external exam‑
ination; 2) palpation; 3) milk sampling for laboratory 
testing. During examination, the mammary gland shape 
and development were determined, as well as the size 
and position of the teats. Particular attention was paid 
to the size and shape of the symmetrical udder lobes 
and the condition of the skin.

Palpation was used to determine the presence of 
tenderness, local temperature of the symmetrical lobes 
and the consistency of the mammary gland parenchy‑
ma before and after milking. When palpating the supra‑
mammary lymph nodes, their size, sensitivity to pain, 
mobility and consistency were recorded.

Milk (alveolar milk) was collected from each in‑
dividual lobe at the end of milking for laboratory test‑
ing. To avoid diagnostic errors, we did not analyze milk 
from cows during the first 20 days of lactation, during 
the cow drying off period or during the dry period.

To determine the relationship between teat shape, 
length, thickness and apex shape and the incidence of 
mammary gland lobe disease, we conducted a mor‑
phological assessment of the teats, along with a par‑
allel analysis of parenchymal milk samples for sub‑
clinical mastitis. 

The cows’ mammary gland teats were assessed 
before milking by inspection and measurement with 
a ruler and calipers. Teat measurements of teats were 
taken on the right side. 

The length of the front and posterior teats was mea‑
sured with a ruler from their base to the apex, and the 
thickness was measured with a caliper across the up‑
per third of the teats.

The diagnosis was based on the milk reaction 
with the Kenotest rapid diagnostic kit, according to 
guidelines, clinical examination and medical histo‑
ry. Statistical data processing was performed using 
Microsoft Excel.

STUDY RESULTS
The following data were obtained as a result of the 

study. Subclinical mastitis was diagnosed in 34.5 % of 
the cows examined, and the incidence of mammary 
gland lobular lesions was 12.6 % (Table 1).

		  Table 1 
Distribution of bovine subclinical mastitis

Examined for subclinical 
mastitis Cows with subclinical mastitis

cows lobes
cows lobes Intensity of 

lobular lesionsnumber % number %

200 768 69 34.5 97 12.6 1.4

The intensity of lobular lesions in cows with sub‑
clinical mastitis was by 1.4 times higher than in cows 
with subclinical mastitis.

According to many researchers studying the struc‑
ture of inflammatory processes, subclinical mastitis 
is observed in 70.8—83.7 % of animals, while clini‑
cal mastitis is observed in 16.3—29.2 % of cows [9].

In order to determine the prevalence of mastitis in 
lactating cows in different seasons of the year, an anal‑
ysis of the ambulatory records and reports of herd ex‑

aminations for mastitis was conducted in the period of 
2024—2025 (Fig.).

The study revealed that 175 cases of mastitis were 
detected from January to March 2024, representing 
22.1 % of the dairy herd. Subclinical mastitis was ob‑
served in 105 cases, while clinical mastitis was ob‑
served in 70 cases. A second peak in incidence was 
observed from September to November 2024, with 
subclinical mastitis observed in 84 cows and clinical 
mastitis — in 41 cows.

Fig. Seasonality of bovine mastitis distribution

Thus, a pronounced seasonal pattern in masti‑
tis incidence was observed. The highest incidence of 
mastitis among the herd was observed from January 
to May. This may be due to deterioration in the feed 
supply and disruption of the microclimate in the live‑
stock buildings.

According to G. A. Larionov (2015), subclinical 
mastitis in lactating cows most often develops in the 
spring and summer, accounting for 16.0 and 32.0 % 
respectively [10].

We examined the effect of age on the incidence of 
subclinical mastitis in the mammary gland lobes in 73 
cows on the farm.

Among the examined cattle stock, the incidence of 
subclinical mastitis was distributed by age as follows: 
3‑year-olds — 13.7 %, 4‑year-olds — 9.6 %, 5‑year-
olds  — 24.7 %, 6‑year-olds  — 6.8 %, and 7‑year-
olds — 16.4 %. The highest percentage of cows with 
subclinical mastitis was found among 3‑year-old cows 
(50.0 %) and 7‑year-old cows (33.3 %).

We analyzed the relationship between subclinical 
mastitis incidence and lactation period. Lactation was 
divided into four periods: the first — from 21 to 110 
days, the second — from 111 to 200 days, the third — 
from 201 to 290 days, and the fourth — more than 291 
days (Table 2).

		  Table 2 
Incidence of subclinical mastitis in cows by lactation periods

Lactation period (days) Animals examined
Detected cows  

with subclinical mastitis

animals %

21—110 62 26 41.9

111—200 55 23 41.8

201—290 7 3 42.9

more than 290 18 8 44.4

It has been found that subclinical mastitis is record‑
ed with almost the same frequency throughout lacta‑
tion (ranging from 41.8 % to 44.4 %).

Further comparison of the incidence of subclinical 
mastitis in the front and posterior lobes of the mamma‑
ry gland revealed a slight predominance of the poste‑
rior lobes (Table 3).

The difference between the incidence of posterior 
and front mammary gland disease can be explained by 
the fact that the posterior lobes are more productive in 
cows. G. A. Larionov et al. has found that when milk‑

ing procedures and technology are not followed, the 
incidence of inflammation in the right front and left 
posterior quarters is 44.0 %, and in the left front and 
right posterior quarters, it is 29.0 % [10].

The size, shape and position of the teats significant‑
ly affect the incidence of subclinical mastitis in ma‑
chine-milked cows. Normal teat positioning is defined 
as a distance between the apexes of the front teats of 
15.0—18.0 cm, the distance between the apexes of the 
hind teats of 6.0—10.0 cm, and the distance between 
the front and hind teats of 8.0—12.0 cm.
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		  Table 3 
Incidence of subclinical mastitis in udder lobes

Udder lobes
Examined The disease was diagnosed

cows lobes cows %

Right front 200 200 20 10.0

Right posterior (rear) 200 196 21 10.71

Left front 200 195 30 15.38

Left posterior (rear) 200 188 34 18.08

We also determined the incidence of bovine mas‑
titis based on teat shape and position (Table 4). It had 
been found that 6 out of 9 cylindrical teats (67.3 %) 
were affected with subclinical mastitis, 5 out of 30 con‑
ical teats (16.6 %), and 2 out of 2 bottle-shaped teats 
(100.0 %). The disease was diagnosed significantly 
more often in cows with a funnel-shaped teat apex (13 

out of 24) than in those with a flat (4 of 17) or conical 
(10 of 33) teat apex. In cows with normal teat place‑
ment, the disease was diagnosed in 33.3 % of cases, 
and in cows with close teat placement, in 50.0 %.

Thus, cylindrical, bottle-shaped teats, fun‑
nel-shaped apexes and close positioning of them con‑
tribute to a higher incidence of subclinical mastitis.

		  Table 4 
Characteristics of the udder teats in cows and the incidence of bovine subclinical mastitis

Indicators
Teat shape Teat apex shape Teat positioning

cylindrical conical bottle flat cone-
shaped

fun‑
nel-shaped normal close

Cows 
examined 9 30 2 17 33 24 18 16

Sick cows 
detected

%

6
67.3

5
16.6

2
100.0

4
23.5

10
30.3

13
54.1

6
33.3

8
50.0

A correlation between teat size and the incidence 
of subclinical mastitis in cows could not be established 

(Table 5). The diameter of the affected teats was by 
0.1—0.2 mm smaller than that of healthy teats.

		  Table 5 
Mammary gland teat sizes and incidence of bovine subclinical mastitis (M ± m)

Mammary gland teats Teat thickness, mm Teat length, mm

front
healthy 19.8 ± 0.4 79.0 ± 1.7

affected 19.6 ± 0.7 79.0 ± 0.6

posterior
healthy 19.7 ± 0.4 71.7 ± 1.5

affected 19.6 ± 1.1 67.7 ± 2.4

The front teats of the healthy and affected lobes in 
the examined cows were identical in length (79.0 mm). 
The posterior teats were shorter than the front teats by 

7.3 mm. A significant reduction in teat length in the 
affected posterior lobes is noteworthy (71.7 mm vs. 
67.7 mm, p < 0.02), compared to symmetrical healthy 

lobes. The reduction in teat thickness and length in 
the affected lobes indicates the presence of atrophic 
processes and the connective tissue development. 
Therefore, teat size does not significantly affect the in‑
cidence of subclinical mastitis in the mammary gland.

CONCLUSION
Thus, subclinical mastitis is the most common form 

in cows. The incidence of subclinical mastitis in the 
mammary gland does not vary significantly depend‑
ing on the cow’s age or lactation period, but a season‑
al pattern has been established, with a peak between 
January and May. A comparison of the incidence of 
subclinical mastitis in the front and posterior lobes of 
cows’ mammary glands revealed a slight predominance 
of the posterior lobes. The size, shape and position of 
the teats significantly affect the incidence of subclini‑
cal mastitis in machine-milked cows.
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Аннотация. В статье представлены результаты изучения влияния кормовой добавки «Лозекорм» на кле‑
точный иммунитет кур-несушек. Для оценки функционального состояния клеточного звена иммунитета 
применялась реакция бласттрансформации лимфоцитов (РБТЛ) с расчетом индекса стимуляции пролифе‑
рации (ИСП). Установлено, что введение «Лозекорм» в рацион кур-несушек способствует стимулирова‑
нию пролиферативной активности мононуклеарных клеток периферической крови, что подтверждает ак‑
тивизацию Т-клеточного иммунного ответа. Повышение иммунного статуса свидетельствует об эффек‑
тивности применения добавки «Лозекорм» для коррекции иммунологической реактивности у птицы.
Ключевые слова: куры-несушки, кормовая добавка «Лозекорм», клеточный иммунитет, реакция бласт‑
трансформации лимфоцитов (РБТЛ), индекс стимуляции пролиферации (ИСП)
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Эпизоотическое благополучие птицеводческих 
хозяйств определяется не только инфекционной на‑
грузкой со стороны внешней среды, но и уровнем 
общей резистентности и иммунологической реак‑
тивности птицы [1, 2]. 

B. Song в своем исследовании продемонстри‑
ровал необходимость укрепления иммунной систе‑
мы цыплят-бройлеров с помощью мер по улучше‑
нию питания [3]. 

Ключевую роль в  формировании адекватно‑
го иммунного ответа играет функциональное со‑
стояние клеточного звена иммунитета, в частно‑
сти, популяция T-лимфоцитов [4]. В связи с этим, 
поиск средств, способных усиливать иммунный 
статус и повышать устойчивость птицы к заболе‑

ваниям, остается актуальной задачей современно‑
го промышленного птицеводства.

Одним из перспективных направлений явля‑
ется использование комплексных кормовых доба‑
вок на основе природных биологически активных 
соединений. К таким средствам относится добав‑
ка «Лозекорм», содержащая хвойный экстракт, ян‑
тарную кислоту, флавоноиды и  микроэлементы. 
Известно, что данные компоненты обладают вы‑
раженной антиоксидантной и  иммуномодулиру‑
ющей активностью [5, 6]. Первоначально зареги‑
стрированная для применения в пчеловодстве [7, 8], 
добавка показала свою эффективность и безопас‑
ность в исследованиях на птице [9, 10]. Следует 
отметить, что центральное звено иммунной систе‑

мы птиц, в отличие от млекопитающих, отделено 
от системы гемоцитопоэза, то есть пролиферация, 
созревание и дифференцировка лимфоцитов про‑
исходят в отдельных специализированных органах 
(тимус, фабрициева сумка и др.) [11]. Поэтому, для 
оценки модулирующего воздействия фармакологи‑
ческих средств на клеточный иммунитет одним из 
наиболее информативных методов является оценка 
пролиферативной активности T-лимфоцитов в ре‑
акции бласттрансформации (РБТЛ) [12]. Данный 
метод позволяет количественно оценить функцио‑
нальный ответ иммунокомпетентных клеток на сти‑
муляцию и широко применяется в эксперименталь‑
ной иммунологии.

В связи с  чем, целью настоящего исследова‑
ния явилась оценка влияния кормовой добавки 
«Лозекорм» на клеточный иммунитет кур-несушек 
по пролиферативной активности лимфоцитов в ре‑
акции бласттрансформации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Кормовая добавка «Лозекорм» является ком‑
плексным соединением, представляя собой мас‑
лянистую жидкость от желтого до желто-коричне‑
вого цвета со специфическим запахом. В качестве 
действующих веществ содержит хвойный экс‑
тракт 0,9—1,5 % и янтарную кислоту 1,0—1,2 %. 
Использование хвойного экстракта в составе кор‑
мовой добавки приводит к стимуляции защитных 
свойств организма птицы за счет адаптогенных 
эфирных соединений, а также полипренолов, на‑
ходящихся в его составе. Наличие янтарной кисло‑
ты способствует активации энергообеспечивающих 
ферментов цикла Кребса, следствием чего являет‑
ся усиление обменных процессов и улучшение фи‑
зиологического состояния всего организма птицы.

Исследования проведены в условиях вивария 
ООО «ОЛФАРМ» (г. Москва). В эксперимент были 
включены куры-несушки породы белый Леггорн 
10‑месячного возраста, разделенные на четыре 
группы  — три опытные и  контрольная (n = 10). 
Птица содержалась в двухярусных клеточных ба‑
тареях с сетчатым полом и желобковыми (наруж‑
ными) кормушками при свободном доступе к воде 
и контролируемом микроклимате, получая базовый 
рацион в соответствии с нормами ВНИТИП (2023).

Опытным группам кур на протяжении 10 дней 
непосредственно после кормления индивидуально 
задавалась кормовая добавка «Лозекорм» per os в до‑
зах: 0,25, 0,5 и 0,75 мл/кг массы тела. Контрольная 
птица содержалась на основном рационе.

Влияние «Лозекорм» на показатели клеточно‑
го иммунитета осуществлялось по уровню моно‑
нуклеарных клеток периферической крови (МНК, 
PBMC — peripheral blood mononuclear cells), вклю‑
чающих лимфоциты (Т-, В-, NK-клетки) и моно‑
циты, которые играют ключевую роль в иммун‑
ном ответе, для чего из подкрыльцовой вены кур 
на 10 сутки эксперимента в вакуумные пробирки 
с ЭДТА-К2 отбиралось 5 мл крови, которые сразу 
же несколько раз переворачивались на 180° для сме‑
шивания крови с антикоагулянтом [13]. Выделение 
МНК проводилось не позднее 2—4 часов после от‑
бора крови. Кровь с PBS смешивалась в соотно‑
шении 1:1 и наслаивалась под углом по каплям на 
градиент фиколла (ПанЭко, Россия). Далее, кровь 
откручивалась 30 мин (400g, 20 °C, без торможе‑
ния). Затем пипеткой аккуратно собиралось интер‑
фазное кольцо, которое дважды отмывалось чистой 
средой RPMI 1640 (300g, 10 мин). При необходи‑
мости проводился лизис эритроцитов путем ре‑
суспендирования в 0,83 % NH₄Cl (KHCO₃ 0,1 %, 
EDTA 0, 01 % (pH 7,4) 5 мин, 4 °C и последующей 
отмывкой в PBS [14].

Выделение PBMC у кур требует адаптации ме‑
тодов из-за особенностей их крови (у кур 5—10 % 
лейкоцитов в  крови (у  человека  — 20—40 %)). 
Оптимальный способ  — центрифугирование 
в Ficoll 1,077—1,080. Все манипуляции выполня‑
лись в стерильных условиях.

Реакция бласттрансформации лимфоцитов 
(РБТЛ) — ключевой метод оценки функциональ‑
ной активности Т- и В-клеток в ответ на митоге‑
ны или антигены. У кур этот тест применяют для 
изучения иммунного статуса, эффективности вак‑
цин и  иммуномодуляторов. Выделенные МНПК 
помещались в 96‑луночные культуральные пане‑
ли с концентрацией 105 клеток в 100 мкл в лунку. 
Антигены-стимуляторы добавлялись по 100  мкл 
в лунку к клеткам до конечных концентраций. В ка‑
честве положительного контроля служили моно‑
циты, активированные митогеном конковалином 
А (КонА, 5 мг, ПанЭко, Россия). Куриные лимфо‑
циты менее чувствительны к Фитогемагглютинину, 
чем человеческие. В качестве отрицательных кон‑
тролей использовались: нестимулированные моно‑
циты только со средой; культуры, стимулирован‑
ные неспецифическим антигеном (НА) — антиген 
ККГЛ (Конго-крымская геморрагическая лихорад‑
ка, лат. febris haemorrhagica crimiana), также стиму‑
ляция проводилась разными адъювантами (адъю‑
вант 1  — импортный адъювант по типу «масло 
в  воде» животного происхождения (АД1), адъю‑
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вант 2 — отечественный адъювант по типу «мас‑
ло в воде» животного происхождения (АД2), адъю‑
вант 3 — отечественный адъювант по типу «мас‑
ло в воде» растительного происхождения (АД3)). 
Клетки культивировались в полноростовой среде 
RPMI‑1640, с 20 % ЭТС, 2 мМ глутамина, 4,5 г/л 
глюкозы, 50 мкг/мл гентамицина, 0,2 ед/мл инсу‑
лина при 41 °C (температура тела кур) в атмосфе‑
ре 5 % СО2.

Пролиферация оценивалась в  реакции бласт‑
трансформации через 72 ч с помощью инвертиро‑
ванного микроскопа (увеличение x400). Результаты 
РБТЛ выражали в виде индекса стимуляции про‑
лиферации (ИСП) — отношение среднего количе‑
ства бластов в присутствии стимуляторов к сред‑
нему количеству бластов в  отсутствие стимуля‑
торов. Положительным считался результат, если 
ИСП превышает 2.

Статистическая обработка выполнялась с ис‑
пользованием программного обеспечения Microsoft 
Excel и пакета IBM SPSS Statistics 27.0 (IBM Corp., 

США). Результаты представлены в виде среднего 
арифметического значения (M), стандартного от‑
клонения (SD) и 95 % доверительного интервала 
(95 % ДИ). Нормальность распределения количе‑
ственных признаков проверялась с помощью кри‑
терия Шапиро  — Уилка. Поскольку распределе‑
ние значений не отличалось от нормального, для 
оценки достоверности различий между группами 
применялись параметрические методы. Различия 
считались статистически значимыми при уровне 
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

На протяжении всего эксперимента клиниче‑
ское состояние птицы во всех группах сохраня‑
лось в пределах физиологической нормы. Падеж 
отсутствовал.

Результаты оценки влияния кормовой добавки 
«Лозекорм» на пролиферативную активность лим‑
фоцитов представлены в таблице.

		  Таблица 
Изменение ИСП под действием исследуемых стимуляторов в опытных и контрольной 

группах, (M ± SD) с указанием 95 % доверительного интервала

Стимуля‑
торы

Группы

1 (0,25 мл/кг) 2 (0,5 мл/кг) 3 (0,75 мл/кг) 4 (контроль)

M ± SD 95 % ДИ M ± SD 95 % ДИ M ± SD 95 % ДИ M ± SD 95 % ДИ

АД1 5,43 ± 
5,61

–3,50—
14,35

12,47 ± 
2,12

7,21—
17,74

10,38 ± 
5,44

1,72—
19,02

9,75 ± 
10,27

0,99—
26,50

АД2 5,38 ± 
4,60

–1,94—
12,70

13,12 ± 
5,06

0,55—
25,69

8,39 ± 
3,27

3,19—
13,59

10,40 ± 
8,12

0,32—
20,48

АД3 7,39 ± 
7,53

–4,59—
19,37

13,59 ± 
2,84

6,54—
20,64

9,81 ± 
7,04

–1,39—
21,01

8,95 ± 
14,42

–3,95—
13,30

НА 7,04 ± 
7,23

–4,46—
18,55

11,28 ± 
1,65

7,18—
15,38

6,87 ± 
2,52

2,86—
10,87

6,14 ± 
5,23

–0,35—
12,64

КонА 21,19 ± 
14,98

–2,65—
45,03

20,80 ± 
3,20

12,85—
25,75

21,28 ± 
15,52

–3,42—
45,98

17,18 ± 
17,56

–0,63—
42,99

Анализ индекса стимуляции пролиферации 
(ИСП) показал, что во всех экспериментальных 
и контрольной группах значения ИСП при исполь‑
зовании всех стимуляторов превышали пороговое 
значение 2, что свидетельствует о  положитель‑
ной реакции бласттрансформации лимфоцитов. 
Статистический анализ не выявил достоверных 
межгрупповых различий в  значениях ИСП ме‑

жду контрольной и опытными группами при ис‑
пользовании любого из стимуляторов (p > 0,05). 
Качественный анализ данных выявил определен‑
ные тенденции в изменении ИСП: При использова‑
нии стимулятора АД1 наибольшее значение ИСП 
отмечено во второй опытной группе (12,47 ± 2,12), 
что на 27,9 % превышало показатель контрольной 
группы; Стимулятор АД2 вызвал наиболее выра‑

женную пролиферативную активность во второй 
опытной группе (13,12 ± 5,06), что на 26,2 % выше 
контрольных значений. 

Под действием стимулятора АД3 максималь‑
ный ответ зарегистрирован во второй опытной 
группе (13,59 ± 2,84), превышающий контроль на 
51,8 %; При использовании НА все опытные груп‑
пы показали превышение над контролем, наиболее 
выраженное во второй группе (83,7 %). Стимуляция 
КонА вызвала повышенный иммунный ответ во 
всех опытных группах с максимальным эффектом 
в третьей группе (23,8 %).

Статистическая достоверность средних зна‑
чений ИСП была установлена только во второй 
опытной группе (0,5 мл/кг) при стимуляции все‑
ми использованными адъювантами (АД1, p = 0,02; 
АД2, p = 0,04; АД3, p = 0,04; НА, p = 0,01). В дру‑
гих опытных группах и контрольной группе досто‑
верность различий не достигала уровня статисти‑
ческой значимости (p > 0,05).

Выводы. Проведенное исследование позволи‑
ло установить, что кормовая добавка «Лозекорм» 
обладает иммуномодулирующей активностью 
и  оказывает стимулирующее влияние на клеточ‑
ное звено иммунитета кур-несушек, что подтвер‑
ждается повышением пролиферативной актив‑
ности мононуклеарных клеток периферической 
крови в  реакции бласттрансформации лимфоци‑
тов. Наибольшая иммуностимулирующая эффек‑
тивность установлена для дозы добавки 0,5 мл/кг 
корма. 

При данном уровне введения отмечена выра‑
женная тенденция к повышению индекса стиму‑
ляции пролиферации под действием всех изучен‑
ных митогенов, при этом для стимуляторов АД1, 
АД2, АД3 и НА были зарегистрированы статисти‑
чески значимые различия (p < 0,05) по сравнению 
с другими группами. 

Применение «Лозекорм» в  дозе 0,25  мл/кг 
не оказало статистически значимого влияния на 
изученные показатели клеточного иммунитета 
(p > 0,05). Увеличение дозы добавки до 0,75 мл/кг 
также не привело к усилению пролиферативного 
ответа лимфоцитов по сравнению с дозой 0,5 мл/кг, 
которая в исследованиях оказалась оптимальной 
для применения.

Таким образом, результаты исследования сви‑
детельствуют о дозозависимом эффекте кормовой 
добавки «Лозекорм» и позволяют рекомендовать 
ее применение в дозе 0,5 мл/кг корма для стиму‑
ляции клеточного иммунитета кур-несушек без не‑
гативного влияния на общее состояние организма.
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Abstract. The article presents the results of a study examining the effect of the feed additive Lozekorm on the 
cellular immunity of laying hens. To assess the functional state of the cellular immune system, the lymphocyte 
blast transformation reaction (LBTR) was used, along with calculation of the proliferation stimulation index (PSI). 
It has been found that the introduction of Lozekorm into the laying hens’ diet stimulates the proliferative activi‑
ty of peripheral blood mononuclear cells, confirming the activation of the T-cell immune response. The improved 
immune status demonstrates the efficacy of Lozekorm in correcting the poultry’s immunological reactivity.
Keywords: laying hens, feed additive Lozekorm, cellular immunity, lymphocyte blast transformation reaction 
(LBTR), proliferation stimulation index (PSI)
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The epizootic well-being of poultry farms is de‑
termined not only by the infectious load from the ex‑
ternal environment, but also by the level of general re‑
sistance and immunological reactivity of the poultry 
[1, 2]. B. Song demonstrated in his research the need 
to strengthen the immune system of broiler chickens 
through nutritional measures [3]. The functional state 
of the cellular component of the immune system, in 
particular the T-lymphocyte population, plays a key 
role in the formation of an adequate immune response 
[4]. Therefore, the search for agents capable of enhanc‑
ing the immune status and increasing the resistance of 
poultry to diseases remains a pressing issue in modern 
industrial poultry farming.

One promising area is the use of complex feed ad‑
ditives based on natural biologically active compounds. 
Such agents include the feed additive Lozekorm, which 

contains pine extract, succinic acid, flavonoids and mi‑
croelements. These components are known to exhib‑
it significant antioxidant and immunomodulatory ac‑
tivity [5, 6]. Initially registered for use in beekeeping 
[7, 8], the additive has demonstrated its efficacy and 
safety in studies on poultry [9, 10]. It should be not‑
ed that the central link of the immune system of poul‑
try, unlike that of mammals, is separated from the 
hemopoiesis system, i. e., proliferation, maturation, 
and differentiation of lymphocytes occur in separate 
specialized organs (thymus, bursa of Fabricius, etc.) 
[11]. Therefore, one of the most informative methods 
for assessing the modulating effect of pharmacologi‑
cal agents on cellular immunity is the assessment of 
the proliferative activity of T-lymphocytes in the blast 
transformation reaction (RBTL) [12]. This method al‑
lows for a quantitative assessment of the functional re‑
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sponse of immunocompetent cells to stimulation and 
is widely used in experimental immunology.

Therefore, the research objective was to assess the 
effect of the feed additive Lozekorm on the cellular im‑
munity of laying hens based on the proliferative activi‑
ty of lymphocytes in the blast transformation reaction.

MATERIAL AND METHODS
The feed additive Lozekorm is a complex com‑

pound, an oily liquid ranging from yellow to yel‑
low-brown in color with a specific odor. Its active in‑
gredients include 0.9—1.5 % pine extract and 1.0—
1.2 % succinic acid. The use of pine extract in the feed 
additive stimulates the poultry’s immune system due to 
its adaptogenic essential compounds and polyprenols. 
The presence of succinic acid promotes the activation 
of energy-producing enzymes of the Krebs cycle, re‑
sulting in enhanced metabolic processes and improved 
physiological well-being of the poultry.

The study was conducted at the vivarium of 
OLPHARM LLC (Moscow). Ten-month-old White 
Leghorn laying hens were included in the experiment, 
divided into four groups: three experimental and one 
control (n = 10). The poultry were kept in two-tiered 
battery cages with mesh floors and trough (external) 
feeders with free access to water and a controlled mi‑
croclimate. They were fed a basal diet in accordance 
with ARRVIPF (VNITIP) standards (2023).

The experimental groups were individually given 
the feed additive Lozekorm for 10 days immediately 
after feeding at doses of 0.25, 0.5, and 0.75 ml/kg of 
body weight. The control poultry were kept on the bas‑
al diet. The effect of Lozekorm on cellular immunity 
indicators was assessed by measuring the level of pe‑
ripheral blood mononuclear cells (PBMC), including 
lymphocytes (T, B, NK cells) and monocytes, which 
play a key role in the immune response. For this pur‑
pose, 5 ml of blood was collected from the axillary vein 
of chickens on day 10 of the experiment into vacuum 
tubes with EDTA-K2, which were immediately turned 
180° several times to mix the blood with the anticoagu‑
lant [13]. PBMC were isolated no later than 2—4 hours 
after blood collection. Blood was mixed with PBS in a 
1:1 ratio and layered at an angle, drop by drop, onto a 
Ficoll gradient (PanEco, Russia). Next, the blood was 
spun for 30 min (400g, 20 °C, without braking). The 
interphase ring was then carefully collected with a pi‑
pette and washed twice with pure RPMI 1640 medium 
(300g, 10 min). If necessary, erythrocytes were lysed 
by resuspension in 0.83 % NH₄Cl (KHCO₃ 0.1 %, 
EDTA 0.01 % (pH 7.4)) for 5 min, 4 °C, and subse‑
quent washing in PBS [14].

Isolation of PBMC from chickens requires adapta‑
tion of methods due to the characteristics of their blood 
(chickens have 5—10 % leukocytes in their blood 
(in humans, 20—40 %)). The optimal method is cen‑
trifugation in Ficoll 1.077—1.080. All manipulations 
were performed under sterile conditions.

The lymphocyte blast transformation reaction 
(LBTR) is a key method for assessing the functional 
activity of T and B cells in response to mitogens or anti‑
gens. In chickens, this test is used to study the immune 
status and the efficacy of vaccines and immunomodu‑
lators. Isolated PBMCs were placed in 96‑well culture 
panels at a concentration of 105 cells in 100 μl per well. 
Stimulant antigens were added to the cells at 100 μl 
per well to reach the final concentrations. Monocytes 
activated with the mitogen concovalin A (ConA, 5 mg, 
PanEco, Russia) served as a positive control. Chicken 
lymphocytes are less sensitive to phytohemagglutinin 
than human ones. The following were used as negative 
controls: unstimulated monocytes with medium only; 
cultures stimulated by a non-specific antigen (NA) — 
the CCHF antigen (Crimean-Congo hemorrhagic fe‑
ver, lat. febris haemorrhagica crimiana), stimulation 
was also carried out with different adjuvants (adjuvant 
1 — imported adjuvant of the oil in water type of ani‑
mal origin (AD1), adjuvant 2 — domestic adjuvant of 
the oil in water type of animal origin (AD2), adjuvant 
3 — domestic adjuvant of the oil in water type of plant 
origin (AD3)). Cells were cultured in complete growth 
RPMI‑1640 medium supplemented with 20 % FBS, 
2 mM glutamine, 4.5 g/L glucose, 50 μg/mL gentami‑
cin, and 0.2 U/mL insulin at 41 °C (chicken body tem‑
perature) in 5 % CO2 atmosphere.

Proliferation was assessed in a blast transforma‑
tion reaction in 72 hours using an inverted microscope 
(400x magnification). The LBTR results were ex‑
pressed as the proliferation stimulation index (PSI) — 
the ratio of the average blast count in the presence of 
stimulants to the average blast count in the absence of 
stimulants. A PSI greater than 2 was considered pos‑
itive.

The statistical analysis was performed using 
Microsoft Excel and IBM SPSS Statistics 27.0 (IBM 
Corp., USA). The results are presented as mean (M), 
standard deviation (SD), and 95 % confidence interval 
(95 % CI). The normality of the distribution of quanti‑
tative variables was tested using the Shapiro — Wilk 
test. Since the distribution of values was not signifi‑
cantly different from normal, parametric methods were 
used to assess the significance of differences between 
groups. The differences were considered statistically 
significant at p < 0.05.

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
Throughout the experiment, the clinical condition 

of the poultry in all groups remained within physio‑
logical norms. There were no mortalities.

The results of assessing the effect of the feed ad‑
ditive Lozekorm on lymphocyte proliferative activity 
are presented in the Table.

		  Table 
Changes in PSI under the effect of the studied stimulants in the experimental 

and control groups (M ± SD) with 95 % confidence interval

Stimulants

Groups

1 (0.25 ml/kg) 2 (0.5 ml/kg) 3 (0.75 ml/kg) 4 (control)

M ± SD 95 % CI M ± SD 95 % CI M ± SD 95 % CI M ± SD 95 % CI

AD1 5.43 ± 
5.61

–3.50—
14.35

12.47 ± 
2.12

7.21—
17.74

10,38 ± 
5,44

1.72—
19.02

9.75 ± 
10.27

0.99—
26.50

AD2 5.38 ± 
4.60

–1.94—
12.70

13.12 ± 
5.06

0.55—
25.69

8,39 ± 
3,27

3.19—
13.59

10.40 ± 
8.12

0.32—
20.48

AD3 7.39 ± 
7.53

–4.59—
19.37

13.59 ± 
2.84

6.54—
20.64

9,81 ± 
7,04

–1.39—
21.01

8.95 ± 
14.42

–3.95—
13.30

NA 7.04 ± 
7.23

–4.46—
18.55

11.28 ± 
1.65

7.18—
15.38

6,87 ± 
2,52

2.86—
10.87

6.14 ± 
5.23

–0.35—
12.64

ConА 21.19 ± 
14.98

–2.65—
45.03

20.80 ± 
3.20

12.85—
25.75

21,28 ± 
15,52

–3.42—
45.98

17.18 ± 
17.56

–0.63—
42.99

The analysis of the proliferation stimulation in‑
dex (PSI) showed that in all experimental and control 
groups the PSI values, when using all the stimulants, 
exceeded the threshold value of 2, which indicated a 
positive reaction of lymphocyte blast transformation. 
The statistical analysis did not reveal reliable inter‑
group differences in the PSI values between the control 
and experimental groups when using any of the stimu‑
lants (p > 0.05). The qualitative data analysis revealed 
certain trends in the PSI changes. When using the AD1 
stimulant, the highest PSI value was noted in the sec‑
ond experimental group (12.47 ± 2.12), which was by 
27.9 % higher than the control group value. Stimulant 
AD2 caused the most pronounced proliferative activ‑
ity in the second experimental group (13.12 ± 5.06), 
which was by 26.2 % higher than the control values. 
Under the effect of the AD3 stimulant, the maximum re‑
sponse was recorded in the second experimental group 
(13.59 ± 2.84), exceeding the control by 51.8 %. When 
using NA, all experimental groups showed an excess 
over the control, which was most pronounced in the 
second group (83.7 %). The stimulation with ConA 
induced an increased immune response in all experi‑
mental groups, with the maximum effect in the third 
group (23.8 %).

Statistical significance of the mean PSI values was 
established only in the second experimental group 
(0.5  ml/kg) when stimulated with all the adjuvants 
used (AD1, p = 0.02; AD2, p = 0.04; AD3, p = 0.04; 
NA, p = 0.01). In the other experimental groups and 
the control group, the reliability of differences did not 
reach the level of statistical significance (p > 0.05).

CONCLUSION
The study showed that the feed additive Lozekorm 

has immunomodulatory activity and stimulates the cel‑
lular immunity of laying hens, as evidenced by an in‑
crease in the proliferative activity of peripheral blood 
mononuclear cells in the lymphocyte blast transforma‑
tion reaction. The highest immunostimulating efficacy 
was demonstrated at a dose of 0.5 ml/kg of feed. At this 
level of administration, a significant tendency toward 
an increase in the proliferation stimulation index was 
observed under the effect of all the studied mitogens, 
with statistically significant differences (p < 0.05) re‑
corded for the AD1, AD2, AD3 and NA stimulants, com‑
pared to the other groups. The use of Lozekorm at a 
dose of 0.25 ml/kg did not have a statistically signifi‑
cant effect on the studied indicators of cellular immu‑
nity (p > 0.05). Increasing the supplement dosage to 
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0.75 ml/kg also did not result in an increased lympho‑
cyte proliferative response, compared to the 0.5 ml/kg 
dose, which was found to be optimal in studies.

Thus, the study results demonstrate a dose-depen‑
dent effect of the feed addative Lozekorm and allow 
to recommend its use at a dosage of 0.5 ml/kg of feed 
to stimulate cellular immunity in laying hens without 
adversely affecting their overall health.
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ИЗМЕНЕНИЯ МОРФОЛОГИЧЕСКОГО СОСТАВА КРОВИ 
У КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА ПРИ ПАТОЛОГИЯХ ПЕЧЕНИ

Евгения Оганесовна Кузнецова, Александр Иванович Белоусов, 
Ольга Юрьевна Опарина, Александр Сергеевич Красноперов, 
Антон Евгеньевич Черницкий✉

Уральский федеральный аграрный научно-исследовательский центр Уральского отделения 
Российской академии наук, Екатеринбург, Россия, cherae@mail.ru✉

Аннотация. Патологии печени у крупного рогатого скота сопровождаются метаболическими и иммунны‑
ми нарушениями, отражающимися на составе крови. Целью работы было оценить изменения морфологи‑
ческих показателей крови и интегральных лейкоцитарных индексов у коров при патологиях печени. Ис‑
следование проводили на 100 коровах. Биохимические показатели в сыворотке крови измеряли с помо‑
щью автоматического анализатора «Chem Well‑2910 Combi» (Awareness Technology, США). 
Ретроспективно сформировали пять групп по 10 голов в каждой: 1 — здоровые (без патологий печени); 
2 — легкая степень цитолиза; 3 — средняя степень цитолиза; 4 — легкая степень холестаза; 5 — средняя 
степень холестаза. Гематологические показатели измеряли с помощью автоматического анализатора «Aba‑
cus Junior Vet» (Diatron, Австрия). На основе лейкоцитарной формулы рассчитывали интегральные лейко‑
цитарные индексы: интоксикации (в модификациях ЛИИ Рейса), сдвига лейкоцитов крови (ИСЛК), лим‑
фоцитарно-гранулоцитарный (ИЛГ), соотношения нейтрофилов и моноцитов (ИСНМ), соотношения лим‑
фоцитов и моноцитов (ИСЛМ) и Кребса (ИК). Установлено, что содержание эритроцитов, тромбоцитов 
и лейкоцитов в крови больных и здоровых коров статистически значимо не различались (р > 0,05). У жи‑
вотных с легкой степенью цитолиза выявили снижение относительного содержания моноцитов на 23,3 % 
(р < 0,05), со средней — увеличение уровня сегментоядерных нейтрофилов на 37,5 % (р < 0,05), соответ‑
ственно по сравнению со здоровыми особями. При прогрессировании цитолиза у коров отмечали тенден‑
цию к уменьшению ИЛГ и увеличению ИК, ИСЛК, ИСЛМ, ИСНМ и ЛИИ Рейса. У животных с легкой 
и  средней степенью холестаза наблюдали повышение уровня сегментоядерных нейтрофилов на 15,6 
и 21,9 % (р < 0,05) при отсутствии изменений и снижении содержания лимфоцитов на 20,2 % (р < 0,05), 
соответственно, по сравнению со здоровыми особями. Изменения в лейкоцитарной формуле таких коров 
сопровождались уменьшением ИЛГ на 19,9 и 39,0 % (р < 0,05) и повышением ИСНМ на 13,2 и 17,6 % 
(р < 0,05), ИК — на 19,3 и 57,5 % (р < 0,05), ИСЛК — на 20,5 и 63,4 % (р < 0,05), ЛИИ Рейса — на 27,2 
и 25,9 % (р < 0,05), соответственно, ИСЛМ при легкой степени холестаза оставался без существенных из‑
менений, а при средней — повышался на 23,7 % (р < 0,05) по сравнению со здоровыми. Результаты иссле‑
дования подтверждают возможность использования интегральных лейкоцитарных индексов для диффе‑
ренциальной диагностики, оценки тяжести и прогнозирования течения заболеваний печени у коров.
Ключевые слова: крупный рогатый скот, гепатобилиарная система, лейкоцитарная формула, интеграль‑
ные лейкоцитарные индексы, патологии печени, цитолитический синдром, холестатический синдром

©  Кузнецова Е. О., Белоусов А. И., Опарина О. Ю., Красноперов А. С., Черницкий А. Е., 2025

Патологии печени у  крупного рогатого скота 
(КРС) остаются одной из актуальных проблем ве‑
теринарной медицины [1, 2]. 

Более чем у 40 % коров в России диагности‑
руют нарушения в работе гепатобилиарной систе‑
мы [3]. 

На сегодняшний день нет единой классифика‑
ции по синдромам поражения печени у КРС [4, 5]. 

Среди наиболее распространенных синдромов вы‑
деляют холестатический и  цитолитический [3]. 
Первый характеризуется нарушением синтеза, се‑
креции и оттока желчи, что приводит к накоплению 
токсичных желчных кислот и билирубина в крови, 
провоцируя интоксикацию, воспалительные и ал‑
лергические реакции. Второй представляет собой 
нарушение проницаемости клеточных мембран 
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и разрушение гепатоцитов, сопровождающиеся вы‑
ходом внутриклеточных ферментов в кровь.

Для своевременного выявления патологий пече‑
ни важна ранняя диагностика [4]. Основными при‑
жизненными методами являются: сбор анамнеза; 
клинико-инструментальная диагностика, куда вхо‑
дят исследования аппетита и пищевой мотивации, 
состояния кожи и слизистых оболочек, температу‑
ры тела, определение границ печени, болевой ре‑
акции при пальпации и перкуссии; лабораторная 
диагностика, включающая исследования поглоти‑
тельно-выделительной функции (бромсульфалеи‑
новая и вофавердиновая пробы), пигментного об‑
мена (концентрации в крови общего, свободного 
и  связанного билирубина, коэффициента конъю‑
гации, содержания прямого билирубина и уроби‑
линоидов в моче и стеркобилина в кале), метабо‑
лического профиля (показателей белкового, угле‑
водного, липидного, минерального и витаминного 
обменов, активности аспартатаминотрансферазы 
(АсАТ), аланинаминотрансферазы (АлАТ), гамма-
глутамилтрансферазы (ГГТ), щелочная фосфатазы 
(ЩФ), глутаматдегидрогиназы (ГлДГ), креатинфос‑
фаткиназы (КФК) и других ферментов). Как прави‑
ло, клинические методы исследования позволяют 
выявлять патологии печени только на поздних ста‑
диях, при тяжелых поражениях органа [3]. 

На этих стадиях часто отмечают серьезные си‑
стемные изменения, негативно сказывающиеся на 
общем состоянии организма животных [6]. В кли‑
нической практике широко используется общий 
анализ крови (ОАК). 

Однако одного лишь ОАК недостаточно для де‑
тального понимания характера и динамики процес‑
сов при патологиях печени. Важную информацию 
для оценки состояния больного животного могут 
предоставить лейкоцитарная формула и интеграль‑
ные лейкоцитарные индексы, которые отражают со‑
отношение различных популяций лейкоцитов в пе‑
риферической крови [7, 8, 9]. 

Лейкоцитарная формула и ее производные яв‑
ляются важными индикаторами состояния иммун‑
ной системы [10, 11]. 

В медицинской практике интегральные лейко‑
цитарные индексы широко применяются для диа‑
гностики воспалительных, инфекционных и мета‑
болических нарушений, позволяют оценивать тя‑
жесть патологического процесса, прогнозировать 
течение заболевания и эффективность терапии [7]. 
Возможности использования интегральных лейко‑
цитарных индексов в ветеринарной гепатологии из‑
учены недостаточно [9, 12, 13].

Цель работы — оценить изменения морфоло‑
гических показателей крови и интегральных лейко‑
цитарных индексов у коров при патологиях печени.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследование проведено на базе ФГБНУ 
УрФАНИЦ УрО РАН в  рамках государственно‑
го задания № 0532—2021—0009 в  соответствии 
с Программой фундаментальных научных исследо‑
ваний государственных академий наук по направле‑
нию 4.2.1.5 «Разработка технологий прижизненно‑
го управления качеством животноводческого сырья 
для получения высококачественных и безопасных 
продуктов питания».

Объектом исследования служили 100 высоко‑
продуктивных коров голштинской породы 2—3 
лактации через 91 день после отела. Все живот‑
ные содержались в одинаковых условиях, в сель‑
скохозяйственной организации на территории 
Свердловской области.

При клиническом обследовании животных оце‑
нивали общее состояния, активность, упитанность, 
аппетит, жвачку и моторику преджелудков, состоя‑
ние кожных покровов и видимых слизистых обо‑
лочек, температуру тела, частоту дыхания и сер‑
дечных сокращений [13]. Для диагностики пато‑
логий печени проводили пальпацию и перкуссию 
области органа с  оценкой болевой реакции [13]. 
Дополнительно исследовали состояние подвздош‑
ных лимфатических узлов, оценивая их размер, 
консистенцию, подвижность и болезненность.

Отбор проб крови выполняли из хвосто‑
вой вены в две вакуумные стерильные пробирки 
с ЭДТА и активатором свертывания для дальней‑
ших гематологических и биохимических исследо‑
ваний, соответственно. Для оценки функциональ‑
ного состояния гепатобилиарной системы на ав‑
томатическом биохимическом анализаторе Chem 
Well‑2910 Combi (Awaveness Technology, США) 
в сыворотке крови животных исследовали актив‑
ность АсАТ, ГГТ, ГлДГ, КФК, ЩФ, содержание об‑
щего билирубина и холестерина. Для анализа ис‑
пользовали готовые биохимические наборы про‑
изводства Vital Diagnostics Spb (Россия), DIALAB 
GmbH (Австрия) и Human (Германия).

Ретроспективно на основании критериев 
(табл. 1), предложенных И. А. Никулиным и соавт. 
[5] (первый этап) и А. И. Белоусовым и соавт. [3] 
(второй этап), все коровы были разделены на здо‑
ровых (без патологий печени), с холестатическим 
и цитолитическим синдромом, и далее на группы 

по степени поражения печени [3]. Животные, не со‑
ответствующие критериям отбора, были исключе‑
ны из исследования. В результате, из 100 животных 
было сформировано 5 групп по 10 голов в каждой 

(табл.  1): 1 — здоровые (без патологий печени); 
2 — легкая степень цитолиза; 3 — средняя степень 
цитолиза; 4 — легкая степень холестаза; 5 — сред‑
няя степень холестаза.

		  Таблица 1 
Биохимические критерии для оценки степени поражения печени у коров

Показатель

Без патологии 
печени (норма) 

[3, 5]

Cиндром цитолиза Синдром холестаза

Легкая степень Средняя степень Легкая степень Средняя степень

1‑я группа 2‑я группа 3‑я группа 4‑я группа 5‑я группа

АсАТ, Ед/л 43—103 103—150 150—180 43—103 43—103

ГлДГ, Ед/л 11,5—46,4 46,4—80 80—100 11,5—46,4 11,5—46,4

КФК, Ед/л 84,3—296,8 84,3—296,8 84,3—296,8 84,3—296,8 84,3—296,8

ЩФ, Ед/л 39,0—100 39,0—100 10,9—27,5  > 100  > 100

ГГТ, Ед/л 10,9—27,5 10,9—27,5 10,9—27,5 27,5—35 35—60

Морфологический состав крови, включая со‑
держание эритроцитов, тромбоцитов и лейкоцитов, 
оценивали с помощью автоматического гематоло‑
гического анализатора «Abacus Junior Vet» (Diatron, 
Австрия) с применением наборов реактивов того 
же производителя. Мазки крови окрашивали по 
методу Романовского — Гимзы, дифференциаль‑
ный подсчет лейкоцитов выполняли на микроско‑
пе Olympus BX 43 (Olympus, Япония). На основе 
лейкоцитарной формулы рассчитывали интеграль‑
ные лейкоцитарные индексы: интоксикации (в мо‑
дификациях ЛИИ Рейса), сдвига лейкоцитов крови 
(ИСЛК), лимфоцитарно-гранулоцитарный (ИЛГ), 
соотношения нейтрофилов и моноцитов (ИСНМ), 
соотношения лимфоцитов и моноцитов (ИСЛМ) 
и Кребса (ИК) [14]:
	 ЛИИ Рейса = (юн+пян+сян) / (эоз+ мон+лимф)

	ИСЛК = (эоз + баз+ юн+пян+сян)) / (лимф +мон);

	 ИЛГ = (лимф*10) / (юн+пян+сян+эоз+баз);

	 ИСНМ = (юн+пян+сян) / (мон);

	 ИСЛМ = лимф / мон;

	 ИК = (юн+пян+сян) / лимф,
где юн — юные нейтрофилы, %; пян — палочко‑
ядерные нейтрофилы, %; сян — сегментоядерные 
нейтрофилы, %; эоз — эозинофилы, %; мон — мо‑
ноциты, %; баз — базофилы, %; лимф — лимфо‑
циты, %.

При обработке экспериментальных данных ис‑
пользовали программы IBM SPSS Statistics 20.0 
(IBM Corp., США) и  MS Excel 2016 (Microsoft, 
США). Данные представляли в  виде медианы 
и квартилей (Q1‑Q3). Сравнение независимых вы‑
борок проводили с  использованием U-критерия 
Манна — Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

У всех обследованных коров с синдромами ци‑
толиза и холестаза в эксперименте отсутствовали 
клинические признаки поражений органа, такие 
как изменение габитуса, цвета видимых слизи‑
стых оболочек, увеличение границ печени, диарея.

Гематологические показатели и данные лейко‑
цитарной формулы здоровых животных (1‑я груп‑
па), с синдромом цитолиза (2‑я и 3‑я группы) и хо‑
лестаза (4‑я и 5‑я группы) представлены в табли‑
цах 2—4.

Большинство исследованных гематологиче‑
ских показателей у  здоровых и  больных коров 
находились в пределах физиологических границ 
вида [15].

Анализ гемограммы (рис. 1) показал, что и при 
цитолизе, и при холестазе у обследованных коров 
наблюдается снижение относительного содержа‑
ния лимфоцитов и  увеличение числа сегменто‑
ядерных нейтрофилов в  периферической крови, 
коррелирующее со степенью тяжести.
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		  Таблица 2 
Гематологические показатели у здоровых и больных коров

Показатель 
(норма [15])

Без патологии 
печени

Cиндром цитолиза Синдром холестаза

Легкая степень Средняя степень Легкая степень Средняя степень

1‑я группа 2‑я группа 3‑я группа 4‑я группа 5‑я группа

Эритроциты, 
1012/л

(5,0—10)

6,89
(6,33—7,82)

6,91
(6,41—7,53)

6,51
(6,17—7,16)

6,92
(6,33—7,0)

6,79
(6,51—7,23)

Тромбоциты, 
109/л

(100—800)

268,0
(181,5—407,0)

280,0
(182,3—321,8)

328,5
(90,5—594,3)

214,0
(108,5—375,0)

262,5
(179,8—303,0)

Лейкоциты, 
109/л

(4,0—12)

8,32
(7,97—9,51)

8,83
(7,77—10,6)

9,66
(8,04—15,3)

9,10
(7,48—11,6)

8,88
(7,59—10,6)

Данные представлены в виде медианы (квартили Q1‑Q3). Различия относительно 1‑й группы статистически 
достоверны:

*	р < 0,05
	**	р < 0,01
	***	р < 0,001.

		  Таблица 3 
Лейкоцитарная формула крови у здоровых и больных коров

Показатель 
(норма [15])

Без патологии 
печени

Cиндром цитолиза Синдром холестаза

Легкая степень Средняя степень Легкая степень Средняя степень

1‑я группа 2‑я группа 3‑я группа 4‑я группа 5‑я группа

ЮН, %
(0—1,0) 0 (0—0) 0 (0—0) 0 (0—0) 0 (0—0) 0 (0—0,75)

ПЯН, %
(2,0—5,0)

3,0
(2,0—4,25)

2,0
(2,0—2,0)

5,0
(3,0—7,0)

2,0
(2,0—4,0)

4,0
(2,0—6,0)

СЯН, %
(13,0—35,0)

32,0
(29,5—34,3)

35,0
30,5—41,8)

44,0*

(34,0—49,0)
37,0*

(33,0—46,0)
39,0***

(39,0—42,0)

Эозинофилы, %
(3,0—11,0)

4,5
(1,75—6,5)

5,5
(3,25—7,75)

3,5
(1,25—7,25)

3,0
(2,0—6,0)

5,0
(4,0—7,0)

Базофилы, %
(0,0—2,0)

0
(0—1,25)

0
(0—1,0)

0,5
(0—1,75)

1,0
(0,0—1,0)

1,0
(0—3,0)

Моноциты, %
(2,0—7,0)

4,5
(4,0—6,5)

3,0*

(1,5—5,75)
6,0

(4,5—6,0)
5,0

(3,0—6,25)
5,0

(3,5—5,25)

Лимфоциты, %
(40—75)

54,5
(51,5—58,8)

51,5
(49,3—57,8)

46,5
(37,8—61,3)

50,0
(44,0—56,0)

43,5***

(39,8—46,3)

ЮН — юные нейтрофилы, %; ПЯН — палочкоядерные нейтрофилы, %; СЯН — сегментоядерные нейтрофи‑
лы, %. Данные представлены в виде: медиана (квартили Q1‑Q3) Различия относительно 1‑й группы статистически 
достоверны:

	 *	р < 0,05
	**	р < 0,01
	***	р < 0,001

 
А

 
Б

Рис. 1. Гемограммы у обследуемых коров:
А — при синдроме цитолиза; Б — при синдроме холестаза. ПЯН — палочкоядерные нейтрофилы, %; СЯН — сег‑

ментоядерные нейтрофилы, %

Так, при средней степени цитолиза относи‑
тельное содержание сегментоядерных нейтрофи‑
лов у животных превышало медианные значения 
у клинически здоровых особей на 37,5 % (p < 0,05). 

При легкой степени цитолиза происходило сни‑
жение содержания моноцитов в крови на 23,3 % 
(р < 0,05).

Аналогичная динамика выявлена при синдроме 
холестаза: относительное содержание в крови у об‑
следованных коров сегментоядерных нейтрофи‑
лов у особей с легкой степенью возросло на 15,6 % 
(р < 0,05), а  со средней  — на 21,9 % (р < 0,01). 
Кроме того, у животных со средней степенью хо‑
лестаза наблюдали уменьшение на 20,2 % (р < 0,05) 
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относительного содержания лимфоцитов, соот‑
ветственно, по сравнению со здоровыми особями.

Необходимо отметить также, что при цитолизе 
и холестазе средней степени у коров относительное 
содержание сегментоядерных нейтрофилов в кро‑
ви превышало физиологические границы вида на 
37,5 и 21,9 % соответственно (табл. 3). Тогда как 
при легкой степени повышение данного показателя 
встречали у 40 % особей в каждой группе. В то же 
время лимфопению у обследованных коров реги‑
стрировали при средней степени цитолиза у 10 %, 
а при холестазе у 50 % животных.

Для комплексной оценки состояния иммунной 
системы животных рассматривали интегральные 
лейкоцитарные индексы (рис. 2).

С нарастанием цитолитического синдрома у ко‑
ров наблюдали тенденцию к  увеличению ЛИИ 
Рейса ИСЛК и ИК и уменьшению ИЛГ. При ци‑
толизе средней степени также отмечали сниже‑
ние ИСЛМ на 34,3 % (р < 0,05). Совокупность 
этих изменений отражает формирование воспа‑
лительно-интоксикационного синдрома с актива‑
цией врождённого и угнетением адаптивного им‑
мунного ответа.

	  
 

	
Рис. 2. Интегральные лейкоцитарные индексы при патологиях печени:

ЛИИ Рейса — интоксикации; ИСЛК — сдвига лейкоцитов крови; ИЛГ  — лимфоцитарно-гранулоцитарный; ИСНМ — 
соотношения нейтрофилов и моноцитов; ИСЛМ — соотношения лимфоцитов и моноцитов и ИК  — Кребса. Данные 
представлены в виде: медиана (квартили Q1‑Q3) Различия относительно 1‑й группы статистически достоверны: *р < 0,05; 

**р < 0,01; ***р < 0,001

Аналогичные изменения, но с различной сте‑
пенью выраженности, наблюдались при синдро‑
ме холестаза: у  животных выявлено достовер‑
ное (р < 0,05) повышение ЛИИ Рейса (на 27,2 % 
в  4‑й и  25,9 % в  5‑й группе), ИСЛК (на  20,5 % 

в  4‑й и  63,4 % в  5‑й группе), ИСНМ (на  13,2 % 
в 4‑й и 17,6 % в 5‑й группе), ИК (на 19,3 % в 4‑й 
и 57,5 % в 5‑й группе) и снижение ИЛГ (на 19,9 % 
в 4‑й и 39,0 % в 5‑й группе) и ИСЛМ (на 23,7 % 
в 5‑й группе) по сравнению со здоровыми особями.

Наши результаты подтверждают данные пре‑
дыдущих исследований, согласно которым не‑
инфекционные патологии печени у крупного ро‑
гатого скота часто протекают без выраженной 
клинической симптоматики, но с изменениями био‑
химического профиля и гематологического стату‑
са [2, 5, 6, 16].

У всех обследованных животных содержание 
тромбоцитов и эритроцитов сохранялось в преде‑
лах физиологических границ вида, что указывает на 
сохранение функциональной активности их кост‑
ного мозга. Таким образом, результаты подтвержда‑
ют корректность разделения животных на группы: 
у коров 2—4‑й групп отсутствовали тяжёлые ста‑
дии патологического процесса. Например, по дан‑
ным Manthorpe E. M. и соавт. при тяжелых неин‑
фекционных поражениях печени выраженная тром‑
боцитопения регистрируется в 86,0 % случаев [17].

У коров 3‑й, 4‑й и 5‑й групп выявлен сдвиг лей‑
коцитарной формулы влево, что может быть след‑
ствием нарушений процессов детоксикации в пе‑
чени при холестатическом синдроме и повышения 
концентрации токсических продуктов в  систем‑
ном кровотоке [18]. При нарушении экскреции 
продукты клеточного метаболизма накапливаются 
в крови, активируя нейтрофилы и макрофаги [11]. 
Полученные данные свидетельствуют о супрессии 
иммунитета. Правильность наших сведений согла‑
суются с другими авторами [19].

Необходимо отметить, что при легкой стадии 
цитолиза сдвигов в лейкоцитарной формуле нет. Но 
у коров этой группы содержание моноцитов в кро‑
ви достоверно снижалось, тогда, как в 3‑й груп‑
пе оно оставалось на уровне здоровых животных. 
Такие изменения объясняются физиологией моно‑
цитов. Эти клетки, с одной стороны, устраняют па‑
тогены путем фагоцитоза, с другой — играют клю‑
чевую роль в реакциях регенерации органа [9]. На 
ранних стадиях разрушение клеток печени вызы‑
вает локальную воспалительную реакцию, что спо‑
собствует миграции клеток в  пораженные ткани 
[20]. При большом числе разрушенных гепатоци‑
тов индуцируется выработка провоспалительных 
цитокинов, которые, в свою очередь, стимулируют 
дифференцировку моноцитов [21].

Поражение печени сопровождается воспали‑
тельной реакцией различной интенсивности.

При легкой и средней степени холестаза у об‑
следованных животных наблюдается интоксикация, 
о чем свидетельствуют повышение ЛИИ и ИСЛК. 
С увеличением степени холестаза у коров мы на‑
блюдали снижение ИЛГ, отражающее сдвиг иммун‑

ного баланса в сторону активации гранулоцитов. 
В обеих группах обнаружено заметное повышение 
ИСНМ, что указывает на активацию врожденного 
иммунного ответа. При средней степени холеста‑
за обнаружено достоверное снижение ИСЛМ, ука‑
зывающее на нарастание тяжести патологическо‑
го процесса и угнетение адаптивного иммунитета, 
прежде всего [6]. 

Наше исследование показало, что увеличение 
ИК при увеличении степени холестаза может иг‑
рать роль маркера острого стресса. Кроме того, 
рост относительного содержания сегментоядер‑
ных нейтрофилов в периферической крови и по‑
вышение ИК косвенно характеризуют усиление 
фагоцитарной активности, необходимой для эли‑
минации токсичных метаболитов [16]. Анализ ли‑
тературных и экспериментальных данных позво‑
ляют считать эти показатели надежным индикато‑
ром воспаления и обширного повреждения тканей 
печени [7, 9, 12, 22].

При цитолитическом синдроме у  животных 
в  обеих группах наблюдали подобные, но ме‑
нее выраженные изменения указанных индексов. 
Вероятно, это связано с различиями в генезе холе‑
статического и цитолитического синдромов [18]. 
При синдроме цитолиза снижение ИЛГ по срав‑
нению со здоровыми особями не достигало уров‑
ня статистической значимости, однако намечалась 
тенденция к нарушению равновесия между клеточ‑
ным и гуморальным иммунным ответом [6]. 

Вероятно, в условиях острого поражения пе‑
чени иммунная система отдает приоритет более 
быстрым механизмам врожденной защиты, акти‑
вируемым в ответ на обширное повреждение тка‑
ней. При нарастании цитолиза у коров активиру‑
ется врожденный иммунный ответ, что подтвер‑
ждается статистически достоверным снижением 
ИСЛМ в 3‑й группе [2, 6].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Интегральные лейкоцитарные индексы (ЛИИ, 

ИЛГ, ИСЛК, ИСНМ, ИСЛМ, ИК) показали высо‑
кую информативность для оценки состояния пече‑
ни у коров. При цитолизе средней степени наблюда‑
ется умеренное повышение сегментоядерных ней‑
трофилов и снижение ИСЛМ, тогда как остальные 
индексы остаются без существенных изменений. 

При холестазе уже при легкой степени пора‑
жения печени отмечается достоверное повышение 
ЛИИ, ИСЛК, ИСНМ и ИК, снижение ИЛГ и ИСЛМ, 
а также рост сегментоядерных нейтрофилов и сни‑
жение лимфоцитов. Полученные нами результаты 
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исследований подтвердили возможность исполь‑
зования интегральных лейкоцитарных индексов 
в качестве дополнительного инструмента для рас‑
ширенной диагностики заболеваний печени у ко‑
ров при отсутствии клинической симптоматики.
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Abstract. Bovine liver pathologies are accompanied by metabolic and immune disorders reflected in the blood 
composition. The research objective was to assess the changes in blood morphological indicators and integral leu‑
kocyte indices in cows with liver pathologies. The study was conducted on 100 cows. Biochemical indicators in 
blood serum were measured using the Chem Well‑2910 Combi automatic analyzer (Awareness Technology, USA). 
Five groups of 10 animals each were retrospectively formed: 1 — healthy (no liver pathologies); 2 — mild cy‑
tolysis; 3 — moderate cytolysis; 4 — mild cholestasis; 5 — moderate cholestasis. Hematological indicators were 
measured using an Abacus Junior Vet automatic analyzer (Diatron, Austria). Based on the leukocyte formula, the 
following integral leukocyte indices were calculated: the intoxication (as modified by the Reis LII), blood leuko‑
cyte shift (BLS), lymphocyte-granulocyte ratio (LGR), neutrophil-monocyte ratio (NMR), lymphocyte-monocyte 
ratio (LMR) and Krebs index (KI). It had been found that the content of erythrocytes, platelets and leukocytes in 
the blood of sick and healthy cows did not differ statistically significantly (p > 0.05). In the animals with a mild 
degree of cytolysis, a decrease in the relative content of monocytes by 23.3 % (p < 0.05) was revealed (p < 0.05), 
with a moderate degree of cytolysis, there was an increase in the level of segmented neutrophils by 37.5 % 
(p < 0.05), respectively, compared to healthy individuals. With the progression of cytolysis in cows, a tendency 
towards a decrease in the LGR and an increase in the KI, BLS, LMR, NMR and the Reis LII was noted. In the 
animals with a mild and moderate cholestasis, an increase in the level of segmented neutrophils by 15.6 and 21.9 % 
(p < 0.05) was observed with no changes and a decrease in the lymphocyte content by 20.2 % (p < 0.05), respec‑
tively, compared to healthy individuals. The changes in the leukocyte count of such cows were accompanied by 
a decrease in the LGR by 19.9 and 39.0 % (p < 0.05), and an increase in the NMR by 13.2 and 17.6 % (p < 0.05), 
the KI — by 19.3 and 57.5 % (p < 0.05), the BLS — by 20.5 and 63.4 % (p < 0.05), the Reis LII — by 27.2 and 
25.9 % (p < 0.05), respectively. The LMR in case of a mild cholestasis remained without significant changes, and 
in case of a moderate cholestasis it increased by 23.7 % (p < 0.05), compared to healthy cows. The results of the 
study confirm the possibility of using integral leukocyte indices for differential diagnosis, severity assessment and 
prognosis of liver diseases in cows.
Keywords: cattle, hepatobiliary system, leukocyte formula, integral leukocyte indices, liver pathologies, cytolyt‑
ic syndrome, cholestatic syndrome
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Liver pathologies in cattle remain a pressing issue 
in veterinary medicine [1, 2]. More than 40 % of cows 
in Russia are diagnosed with hepatobiliary disorders 
[3]. To date, there is no unified classification of liver 
injury syndromes in cattle [4, 5]. 

The most common syndromes include cholestat‑
ic and cytolytic ones [3]. The first is characterized by 
impaired synthesis, secretion and outflow of bile, lead‑
ing to the accumulation of toxic bile acids and biliru‑
bin in the blood, causing intoxication, inflammato‑
ry and allergic reactions. The second is a disruption 
of cell membrane permeability and destruction of he‑

patocytes, accompanied by the release of intracellular 
enzymes into the blood.

Early diagnosis is important for the timely detec‑
tion of liver pathologies [4]. The main intravital meth‑
ods are collecting anamnesis, clinical and instrumental 
diagnosis, which includes studies of appetite and food 
motivation, the condition of the skin and mucous mem‑
branes, body temperature, determination of the liver 
boundaries, pain response to palpation and percussion; 
laboratory diagnosis, including studies of the absorp‑
tion-excretion function (bromsulphalein and vofaver‑
din tests), pigment metabolism (concentrations of to‑

tal, free and conjugated bilirubin in the blood, conju‑
gation coefficient, the content of direct bilirubin and 
urobilinoids in the urine and stercobilin in the feces), 
metabolic profile (indicators of protein, carbohydrate, 
lipid, mineral and vitamin metabolism, the activity of 
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotrans‑
ferase (ALT), gamma-glutamyl transferase (GGT), al‑
kaline phosphatase (ALP), glutamate dehydrogenase 
(GDH), creatine phosphate kinase (CPK) and other en‑
zymes). As a rule, clinical research methods allow to 
identify liver pathologies only at late stages, with se‑
vere organ damage [3]. At these stages, serious sys‑
temic changes are often observed that negatively affect 
the general condition of the animal’s body [6]. In clin‑
ical practice, a complete blood count (CBC) is wide‑
ly used. However, a CBC alone is not enough to pro‑
vide a detailed understanding of the nature and dynam‑
ics of processes in case of liver pathologies. Important 
information for assessing the condition of a sick ani‑
mal can be provided by the leukocyte formula and in‑
tegral leukocyte indices, which reflect the ratio of dif‑
ferent leukocyte populations in the peripheral blood 
[7, 8, 9]. The leukocyte formula and its derivatives are 
important indicators of the immune system condition 
[10, 11]. In medical practice, integral leukocyte indi‑
ces are widely used to diagnose inflammatory, infec‑
tious and metabolic disorders, allow to assess the se‑
verity of the pathological process, predict the disease 
course and the efficacy of therapy [7]. The possibilities 
of using integral leukocyte indices in veterinary hepa‑
tology have not been sufficiently studied [9, 12, 13].

The research objective was to assess the changes 
in the blood morphological indicators and integral leu‑
kocyte indices in cows with liver pathologies.

MATERIAL AND METHODS
The study was conducted at the FSBSI “UFARC 

of the UB of the RAS” under the state assign‑
ment No.  0532-2021-0009 in accordance with the 
Fundamental Scientific Research Program of the State 
Academies of Sciences in area 4.2.1.5 Development of 

Technologies for in vivo Quality Control of Livestock 
Raw Materials to Produce High Quality and Safe Food 
Products.

The study involved 100 high yielding Holstein 
cows in their second and third lactations, 91 days af‑
ter calving. All animals were kept under identical con‑
ditions at an agricultural facility in Sverdlovsk region.

During the clinical examination of animals, their 
general condition, activity, nutritional status, appe‑
tite, rumination, forestomach motility, skin and visi‑
ble mucous membrane condition, body temperature, 
respiratory rate and heart rate were assessed [13]. To 
diagnose liver pathologies, palpation and percussion 
of the organ area were performed, with pain response 
assessed [13]. The condition of the iliac lymph nodes 
was additionally examined, assessing their size, con‑
sistency, mobility and tenderness.

Blood samples were collected from the tail vein 
into two vacuum-sealed sterile tubes containing EDTA 
and a clot activator for further hematological and bio‑
chemical analysis, respectively. To assess the func‑
tional state of the hepatobiliary system, the animals’ 
serum was analyzed for AST, GGT, GDH, CPK, ALP 
activity, total bilirubin and cholesterol levels using the 
Chem Well‑2910 Combi automated biochemical an‑
alyzer (Awaveness Technology, USA). Ready-to-use 
biochemical kits from Vital Diagnostics Spb (Russia), 
DIALAB GmbH (Austria) and Human (Germany) 
were used for the analysis.

Retrospectively, based on the criteria (Table 1) 
proposed by I. A. Nikulin et al. [5] (first stage) and 
A. I. Belousov et al. [3] (second stage), all cows were 
divided into healthy (without liver pathologies), with 
cholestatic and cytolytic syndrome, and then into 
groups according to the degree of liver damage [3]. The 
animals that did not meet the selection criteria were ex‑
cluded from the study. As a result, 5 groups of 10 an‑
imals each were formed from 100 animals (Table 1): 
1 — healthy (without liver pathologies); 2 — mild cy‑
tolysis; 3 — moderate cytolysis; 4 — mild cholesta‑
sis; 5 — moderate cholestasis.

		  Table 1 
Biochemical criteria for assessing the degree of liver damage in cows

Indicator
No liver patholo‑
gy (norm) [3, 5]

Cytolysis syndrome Cholestasis syndrome

Mild degree Moderate degree Mild degree Moderate degree

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5

1 2 3 4 5 6

AST, U/L 43—103 103—150 150—180 43—103 43—103
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Table 1 (the end)

1 2 3 4 5 6

GDH, U/L 11.5—46.4 46.4—80 80—100 11.5—46.4 11.5—46.4

CPK, U/L 84.3—296.8 84.3—296.8 84.3—296.8 84.3—296.8 84.3—296.8

ALP, U/L 39.0—100 39.0—100 10.9—27.5 > 100 > 100

GGT, U/L 10.9—27.5 10.9—27.5 10.9—27.5 27.5—35 35—60

The blood morphological composition, including 
the content of erythrocytes, platelets and leukocytes, 
was assessed using an automatic hematology analyz‑
er Abacus Junior Vet (Diatron, Austria) using reagent 
kits from the same manufacturer. Blood smears were 
stained using the Romanowsky — Giemsa method, 
and a differential leukocyte count was performed on 
an Olympus BX 43 microscope (Olympus, Japan). 
Based on the leukocyte formula, the integral leuko‑
cyte indices were calculated: the intoxication (in the 
modifications of the Reis LII), blood leukocyte shift 
(BLS), lymphocyte-granulocyte ratio (LGR), neutro‑
phil-monocyte ratio (NMR), lymphocyte-monocyte 
ratio (LMR) and Krebs index (KI) [14]:
	 Reis LII = (imm+stab+seg) / (eos + mon + lymph)
BLS = (eos + bas + imm + stab + seg)) / 	(lymph + mon);
	 LGR = (lymph*10) / (imm+stab+seg+eos+bas);
	 NMR = (imm+stab+seg) / (mon);
	 ISLM = lymph/mon;
	 IR = (imm+stab+seg) / lymph,

where imm — immature neutrophils, %; stab — stab 
neutrophils, %; seg  — segmented neutrophils, %; 
eos — eosinophils, %; mon — monocytes, %; bas — 
basophils, %; lymph — lymphocytes, %.

The IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM Corp., USA) 
and MS Excel 2016 (Microsoft, USA) were used to 
process the experimental data. The data were present‑
ed as medians and quartiles (Q1‑Q3). The compari‑
son of independent samples was performed using the 
Mann — Whitney U test.

STUDY RESULTS AND DISCUSSION
All cows with cytolysis and cholestasis syndromes 

examined in the experiment showed no clinical signs 
of organ damage, such as changes in habitus, color of 
visible mucous membranes, enlarged liver margins or 
diarrhea.

Hematological indicators and leukocyte counts of 
healthy animals (Group 1), those with cytolysis syn‑
drome (Groups 2 and 3) and those with cholestasis 
(Groups 4 and 5) are presented in Tables 2—4.

		  Table 2 
Hematological indicators in healthy and sick cows

Indicator (norm 
[15])

No liver patholo‑
gy

Cytolysis syndrome Cholestasis syndrome

Mild degree Moderate degree Mild degree Moderate degree

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5

Erythrocytes, 
1012/L (5.0—10)

6.89
(6.33—7.82)

6.91
(6.41—7.53)

6.51
(6.17—7.16)

6.92
(6.33—7.0)

6.79
(6.51—7.23)

Platelets, 109/L
(100—800)

268.0
(181.5—407.0)

280.0
(182.3—321.8)

328.5
(90.5—594.3)

214.0
(108.5—375.0)

262.5
(179.8—303.0)

Leukocytes, 
109/L (4.0—12)

8.32
(7.97—9.51)

8.83
(7.77—10.6)

9.66
(8.04—15.3)

9.10
(7.48—11.6)

8.88
(7.59—10.6)

The data are presented as median (quartiles Q1‑Q3). Differences relative to Group 1 are statistically significant:
	 *	p < 0.05
	**	p < 0.01
	***	p < 0.001

Most of the hematological indicators studied in 
healthy and sick cows were within the physiological 
limits of the species [15].

The analysis of the hemogram (Fig. 1) showed that 
in case of both cytolysis and cholestasis, the exam‑
ined Thus, in case of a moderate cytolysis, the relative 
content of segmented neutrophils in animals exceed‑
ed the median values in clinically healthy individuals 
by 37.5 % (p < 0.05). In case of a mild cytolysis, the 
monocyte content in the blood decreased by 23.3 % 
(p < 0.05).

Cows showed a decrease in the relative content 
of lymphocytes and an increase in the number of seg‑
mented neutrophils in the peripheral blood, correlat‑
ing with the degree of severity.

Similar dynamics was observed in case of cholesta‑
sis syndrome: the relative content of segmented neutro‑
phils in the blood of the cows examined increased by 
15.6 % (p < 0.05) in the individuals with a mild cytol‑
ysis, and by 21.9 % (p < 0.01) in those with a moderate 
cholestasis. Furthermore, in the animals with a moder‑
ate cholestasis, there was observed a 20.2 % (p < 0.05) 

decrease in the relative lymphocyte content, respec‑
tively, compared to healthy individuals.

It should also be noted that in the cows with a mod‑
erate cytolysis and cholestasis, the relative content of 
segmented neutrophils in the blood exceeded the phys‑
iological limits for the species by 37.5 and 21.9 % re‑
spectively (Table 3). In contrast, in mild cases, an in‑
crease in this indicator was observed in 40 % of an‑
imals in each group. Meanwhile, lymphopenia was 
recorded in 10 % of cows with a moderate cytolysis 
and in 50 % of animals with cholestasis. To comprehen‑
sively assess the state of the animals’ immune systems, 
integrated leukocyte indices were examined (Fig. 2).

As cytolytic syndrome progressed in cows, there 
was observed a trend toward an increase in the Reis 
LII, BLS and KI, and a decrease in the LGR. In case 
of a moderate cytolysis, a decrease in the LMR by 
34.3 % (p < 0.05) was also observed. These changes, 
taken together, reflect the development of an inflam‑
matory-intoxication syndrome with activation of the 
innate immune response and suppression of the adap‑
tive immune response.

		  Table 3 
Leukocyte count in healthy and sick cows

Indicator
(norm [15])

No liver patholo‑
gy

Cytolysis syndrome Cholestasis syndrome

Mild degree Moderate degree Mild degree Moderate degree

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5

Imm, %
(0—1.0) 0 (0—0) 0 (0—0) 0 (0—0) 0 (0—0) 0 (0—0.75)

Stab, %
(2.0—5.0)

3.0
(2.0—4.25)

2.0
(2.0—2.0)

5.0
(3.0—7.0)

2.0
(2.0—4.0)

4.0
(2.0—6.0)

Seg, %
(13.0—35.0)

32.0
(29.5—34.3)

35.0
(30.5—41.8)

44.0*

(34.0—49.0)
37.0*

(33.0—46.0)
39.0***

(39.0—42.0)

Eosinophils, %
(3.0—11.0)

4.5
(1.75—6.5)

5,5
(3.25—7.75)

3.5
(1.25—7.25)

3.0
(2.0—6.0)

5.0
(4.0—7.0)

Basophils, %
(0.0—2.0)

0
(0—1.25)

0
(0—1.0)

0.5
(0—1.75)

1.0
(0.0—1.0)

1.0
(0—3.0)

Monocytes, %
(2.0—7.0)

4.5
(4.0—6.5)

3.0*

(1.5—5.75)
6.0

(4.5—6.0)
5.0

(3.0—6.25)
5.0

(3.5—5.25)

Lymphocytes, %
(40—75)

54.5
(51.5—58.8)

51.5
(49.3—57.8)

46.5
(37.8—61.3)

50.0
(44.0—56.0)

43.5***

(39.8—46.3)

Imm — immature neutrophils, %; stab — stab neutrophils, %; seg — segmented neutrophils, %. The data are present‑
ed as: median (quartiles Q1‑Q3). Differences relative to Group 1 are statistically significant:

	 *	p < 0.05
	**	p < 0.01
	***	p < 0.001
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A

 
B

Fig. 1. Hemograms of the examined cows:
A — in case of cytolysis syndrome; B — in case of cholestasis syndrome. stab — stab neutrophils, %; seg — segmented 

neutrophils, %

Similar changes, but with varying degrees of se‑
verity, were observed in case of cholestasis syn‑
drome: the animals showed a reliable (p < 0.05) in‑
crease in the Reis LII (by 27.2 % in Group 4, and by 
25.9 % in Group 5), BLS (by 20.5 % in Group 4, and 
63.4 % in Group 5), NMR (by  13.2 % in Group 4, 
and by 17.6 % in Group 5), KI (by 19.3 % in Group 
4, and 57.5 % in Group 5) and a decrease in the LGR 

(by 19.9 % in Group 4, and 39.0 % in Group 5) and 
the LMR (by 23.7 % in Group 5), compared to healthy 
individuals.

Our results confirm previous studies indicating 
that non-infectious liver diseases in cattle often oc‑
cur without significant clinical symptoms, but with 
changes in the biochemical profile and hematological 
status [2, 5, 6, 16].

	  
 

	
Fig. 2. Integrated leukocyte indices in case of liver pathologies:

Reis LII  — intoxication; BLS  — blood leukocyte shift; LGR  — lymphocyte-granulocyte ratio; NMR  — neutrophil-monocyte 
ratio; LMR  — lymphocyte-monocyte ratio and KI  — Krebs index. The data are presented as: median (quartiles Q1‑Q3). Dif‑

ferences relative to Group 1 are statistically significant: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001

In all animals examined, platelet and erythrocyte 
counts remained within the physiological limits of the 
species, indicating the preservation of functional bone 
marrow activity. Thus, the results confirm the appro‑
priateness of the animal grouping: the cows in Groups 
2—4 did not exhibit severe stages of the pathological 
process. For example, according to Manthorpe E. M. 
et al., severe thrombocytopenia is recorded in 86.0 % 
of cases of severe non-infectious liver disease [17].

In the cows in Groups 3, 4, and 5, there was ob‑
served a leftward shift in the leukocyte count, which 
may be due to impaired liver detoxification process‑
es associated with cholestatic syndrome and increased 
concentrations of toxic products in the systemic circu‑
lation [18]. When excretion is impaired, cellular met‑
abolic products accumulate in the blood, activating 
neutrophils and macrophages [11]. These data indi‑
cate immune suppression. Our findings are consistent 
with those of other authors [19].

It should be noted that there are no changes in the 
leukocyte count in case of a mild stage of cytolysis. 
However, in the cows in this group, the monocyte count 
in the blood significantly decreased, while in Group 
3 it remained at the level of healthy animals. These 
changes are explained by the physiology of mono‑
cytes. These cells, on the one hand, eliminate patho‑
gens through phagocytosis, and on the other, play a key 
role in organ regeneration reactions [9]. In the early 
stages, liver cell destruction causes a local inflamma‑
tory response, which promotes cell migration into the 
affected tissue [20]. With a large number of destroyed 
hepatocytes, the production of proinflammatory cyto‑
kines is induced, which, in turn, stimulate the differ‑
entiation of monocytes [21].

Liver damage is accompanied by an inflammato‑
ry response of varying intensity.

In the animals with a mild and moderate cholesta‑
sis, intoxication is observed, as evidenced by an in‑
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crease in the LII and BLS. As the severity of cholesta‑
sis in cows increased, we observed a decrease in the 
LGR, reflecting a shift in the immune balance toward 
granulocyte activation. A significant increase in the 
NMR was found in both groups, indicating activation 
of the innate immune response. In case of a moder‑
ate cholestasis, a significant decrease in the LMR was 
found, indicating increasing severity of the patholog‑
ical process and suppression of adaptive immunity, 
primarily [6]. Our study has demonstrated that an in‑
crease in the KI with increasing severity of cholesta‑
sis can act as a marker of acute stress. Furthermore, 
an increase in the relative content of segmented neu‑
trophils in the peripheral blood and an increase in the 
KI indirectly characterize increased phagocytic activ‑
ity necessary for the elimination of toxic metabolites 
[16]. The analysis of literary and experimental data al‑
lows to consider these indicators as a reliable indica‑
tor of inflammation and extensive damage to liver tis‑
sue [7, 9, 12, 22].

Similar, but less pronounced, changes in these in‑
dices were observed in the animals with cytolytic syn‑
drome in both groups. This is likely due to the differ‑
ences in the genesis of cholestatic and cytolytic syn‑
dromes [18]. 

In case of cytolytic syndrome, the decrease in the 
LGR, compared to healthy individuals, did not reach 
statistical significance; however, a tendency toward an 
imbalance between the cellular and humoral immune 
responses was observed [6]. It is likely that, under con‑
ditions of acute liver damage, the immune system pri‑
oritizes more rapid innate defense mechanisms acti‑
vated in response to extensive tissue damage. As cy‑
tolysis increases in cows, the innate immune response 
is activated, as confirmed by a statistically significant 
decrease in the LMR in Group 3 [2, 6].

CONCLUSION
Integral leukocyte indices (LII, LGR, BLS, NMR, 

LMR, KI) have demonstrated high informativeness for 
assessing liver condition in cows. In case of a moder‑
ate cytolysis, a moderate increase in segmented neu‑
trophils and a decrease in the LMR are observed, while 
other indices remain unchanged. In case of cholestasis, 
even with a mild liver damage, a significant increase in 
the LII, BLS, NMR and KI is observed, along with a 
decrease in the LGR and LMR, as well as an increase 
in segmented neutrophils and a decrease in lympho‑
cytes. Our research results confirmed the potential of 
using integrated leukocyte indices as an additional tool 
for the advanced diagnosis of liver disease in cows in 
the absence of clinical symptoms.
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Аннотация. Спермиогенез у баранов включает четыре фазы: 1 — фазу Гольджи; 2 — фазу колпачка; 3 — 
фазу акросомы; 4 — фазу созревания. В фазу Гольджи входят первые три этапа спермиогенеза (1—3). В ци‑
топлазме молодых сперматид с помощью комплекса Гольджи формируется проакросомический пузырек, 
в котором накапливается ШИК-положительный материал в виде крупной акросомальной гранулы. Следу‑
ющие четыре этапа спермиогенеза (4—7) составляют фазу колпачка. Акросомический пузырек распола‑
гается на поверхности оболочки ядра в виде колпачка, покрывая её одну третью часть. К концу фазы кол‑
пачка акросомальная структура покрывает половину поверхности ядра. Ядро приобретает овальную фор‑
му и  смещается к  переднему полюсу клетки. В  период фазы акросомы (8—11 этапы спермиогенеза) 
акросомальная структура удлиняется, формируется акросомический конус с острым концом. В течение 
последней фазы созревания (12—17 этапы) сперматиды с удлиненной акросомой приближаются к ядру 
клеток Сертоли. Последние гипертрофируются, располагаются перпендикулярно базальной мембране 
и мигрируют ближе к центру семенного канальца. К концу фазы созревания исчезает акросомический ко‑
нус, сперматиды превращаются в сперматозоиды, которые перемещаются в канал придатка семенника.
Ключевые слова: этапы спермиогенеза, фазы: Гольджи, колпачка, акросомы, созревания
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Изучение сперматогенеза у различных живот‑
ных на световом и электронно-микроскопическом 
уровнях позволяет выяснить сложные процессы 
дифференцировки сперматогенных клеток, а  так 
же особенности функционирования клеток Лейдига 
и клеток Сертоли.

В настоящее время в семеннике взрослого жи‑
вотного можно выделить около 30 различных ти‑
пов сперматогенных клеток, однако в одном участ‑
ке на поперечном срезе извитого семенного ка‑
нальца можно видеть не более пяти типов клеток. 
Количество клеточных ассоциаций из пяти клеток 
у разных видов животных может быть разным, но 
состав каждой клеточной ассоциации для данного 
вида животного всегда постоянный.

Сперматогенные клетки в  каждом участке 
извитого канальца постоянно меняются и  одна 
группа сперматогенных клеток замещается дру‑

гой. Количество встречающихся сочетаний кле‑
ток в семеннике животного данного вида ограни‑
ченно и постоянно. Одна группа сперматогенных 
клеток соответствует одной стадии цикла сперма‑
тогенного эпителия, а  полный набор определен‑
ных сочетаний клеток представляет цикл сперма‑
тогенного эпителия.

Полная серия морфологических изменений, ко‑
торые можно наблюдать в одном участке семенного 
канальца между появлением одинаковых сочетаний 
клеток сперматогенного эпителия, составляет цикл 
сперматогенного эпителия [1—4]. Существование 
определенных сочетаний сперматогенных клеток 
в извитых семенных канальцах семенника и сме‑
на одного сочетания другим были обнаружены еще 
в конце ХIХ столетия. Однако описание полной се‑
рии всех клеточных сочетаний и точной последо‑
вательности при смене их друг другом было осу‑

ществлено в 50‑е годы ХХ столетия. В 1952 году 
Леблон и Клермон [1—4] впервые описали цикл 
сперматогенного эпителия для ряда грызунов, но 
наиболее подробно цикл сперматогенного эпите‑
лия был изучен у крыс.

Использование метода, предложенного Лебло
ном и Клермоном для изучения цикла сперматоген‑
ного эпителия, дало возможность описать спермио‑
генез у многих млекопитающих: мыши [5, 6], хомя‑
ка [7], морской свинки [8], обезьяны PapioAnubis 
[9], северного оленя [10], опоссума [11], верблю‑
да [12], речного бобра [13,14], калана [15], норки 
[16], быка [17].

Дифференцировка морфологических стадий 
сперматогенного эпителия необходима для более 
глубокого анализа гистогенетических процессов, 
происходящих в семенном канальце, для выяснения 
количественных закономерностей сперматогенно‑
го процесса, а также для стандартизации материа‑
ла при экспериментальных воздействиях и при па‑
тологических изменениях. 

Изучение сперматогенеза у млекопитающих не‑
обходимо проводить с учетом стадий цикла спер‑
матогенного эпителия (ЦСЭ). 

К  сожалению, в  отечественной литературе 
лишь некоторые авторы изучают сперматогенез 
с использованием стадий ЦСЭ [13—17].

Целью настоящего сообщения является изуче‑
ние различных этапов спермиогенеза у половозре‑
лых баранов.

На основании анализа акросомической струк‑
туры нами определены 17 этапов развития сперма‑
тид, первые 12 из которых использованы для иден‑
тификации 12 стадий цикла сперматогенного эпи‑
телия у баранов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Использован материал от 30 баранов русской 
длинношерстной породы в  возрасте 2—3  года. 
Фрагменты семенников фиксировали в  жидко‑
сти Штиве. Парафиновые срезы окрашивали ге‑
матоксилин-эозином, азаном по Гейденгайну. 
Применяли Шик-реакцию и  окраску трихром-
ШИК.

Для электронной микроскопии образцы яичек 
фиксировали в  2,5%‑ном глютаровом альдегиде 
и в 1%‑ном осмиевом фиксаторе. Готовили срезы 
на ультрамикротомах БС‑490 и ЛКБ‑4800. Срезы 
контрастировали уранилацетатом и цитратом свин‑
ца и  изучали в  электронном микроскопе «Тесла 
БС‑500».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В результате проведенных исследований в се‑

меннике баранов выявлены стволовые спермато‑
гонии типа А0, дифференцирующиеся сперматого‑
нии А1, А2, А3, А4; сперматогонии промежуточного 
типа, сперматогонии типа Б, первичные сперма‑
тоциты на различных фазах мейотического деле‑
ния (прелептотены, лептотены, зиготены, пахите‑
ны, диплотены, диакинеза); вторичные спермато‑
циты и сперматиды.

На базальной мембране семенного канальца 
располагаются клетки Сертоли (сустентоциты), 
7  типов сперматогоний, первичные сперматоци‑
ты в стадии прелептотены, лептотены и зиготены. 
В этой работе мы не будем характеризовать сперма‑
тогонии, идентифицировать которые крайне слож‑
но даже с применением электронной микроскопии 
и современных маркеров, специфичность которых 
еще окончательно не изучена.

В этом сообщение основное внимание будет 
обращено на первичные и вторичные сперматоци‑
ты и сперматиды на различных этапах спермиоге‑
неза. Первичные сперматоциты в стадии прелепто‑
тены имеют меньшие размеры, чем сперматогонии 
типа Б. Хроматин в ядре сперматоцитов на стадии 
прелептотены слабо выражен.

Сперматоциты на стадии лептотены характери‑
зуются наличием тонких нитей хромосом, распо‑
ложенных в центре ядра. В сперматоцитах на зи‑
готенной стадии хромосомы располагаются плот‑
но. Они становятся более толстыми и отличаются 
небольшой длиной. Сперматоциты в стадии зиго‑
тены характеризуются наличием ярко выраженной 
фигуры хроматинового «букета». Она оказывает‑
ся прижатой к ядерной оболочке, в результате чего 
окрашенная часть ядра приобретает форму полу‑
месяца, остальная же часть ядра остается как бы 
пустой. В зиготенных сперматоцитах коньюгация 
гомологичных хромосом приводит к образованию 
бивалентов, количество которых равно гаплоидно‑
му числу хромосом. Биваленты по толщине превос‑
ходят лептотенные хромосомы.

Сперматоциты в конце зиготенной фазы посте‑
пенно смещаются во второй ряд семенного эпите‑
лия и превращаются в пахитенные сперматоциты. 
Сперматоциты на стадии пахитены отличаются 
наибольшими ядрами.

Профаза мейоза завершается диплотенной 
стадией, которая переходит в  стадию диакинеза. 
Оболочка ядра исчезает и наступает первое мейо‑
тическое деление, в результате которого образуют‑
ся вторичные сперматоциты.
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После короткой интерфазы в результате второ‑
го мейотического деления вторичных сперматоци‑
тов образуются сперматиды, которые далее претер‑
певают спермиогенез.

Спермиогенез у баранов включает четыре фазы: 
1 — фазу Гольджи; 2 — фазу колпачка; 3 — фазу 
акросомы; 4 — фазу созревания.

Первые три этапа спермиогенеза (1—3) со-
ставляют первую фазу спермиогенеза- фазу 
Гольджи. В течение фазы Гольджи (рис. 1, 2) от‑
мечается гипертрофия комплекса Гольджи, форми‑
рование проакросомального пузырька и накопле‑
ние ШИК-положительного материалав виде круп‑
ной акросомальной гранулы.

Следующие четыре этапа спермиогенеза (4—
7) составляют фазу колпачка. На четвертом 
этапе акросомический пузырек располагается 
на поверхности оболочки ядра в  виде колпачка. 
Акросомальная гранула увеличивается в  объеме 
и  располагается на внутренней поверхности пу‑
зырька, прилегающей к ядерной оболочке.

На пятом этапе спермиогенеза акросомальная 
гранула утрачивает округлую форму и распласты‑
вается на поверхности ядра.

На шестом этапе (рис. 1, 3, 4) спермиогене‑
за акросомическая структура покрывает более од‑
ной трети поверхности ядра. В центре акросомаль‑
ной структуры располагается ШИК-положительная 
гранула.

На седьмом этапе акросомальная структура по‑
крывает половину поверхности ядра. Ядро приоб‑
ретает овальную форму и вместе с акросомальной 
структурой смещается к переднему полюсу клетки. 
Передняя поверхность колпачка сближается с обо‑
лочкой клетки.

Последующие четыре этапа спермиогенеза 
(8—11) составляют фазу акросомы. На восьмом 
этапе спермиогенеза акросомальная структура, 
контактируя с  оболочкой клетки, формирует пе‑
редний контур сперматиды.

На девятом этапе спермиогенеза ядро спер‑
матиды уменьшается и приобретает удлиненную 
форму. Акросомальная структура покрывает по‑
чти две трети поверхности ядра.

На десятом этапе (рис.  1,5,6) спермиогене‑
за ядро сперматиды еще более удлиняется, цито‑
плазма вытягивается в  каудальном направлении. 
Акросомальная структура также удлиняется и при‑
обретает форму конуса.

На одиннадцатом этапе спермиогенеза акросо‑
мальная структура удлиняется и формируется акро‑
сомический конус с острым концом. Сперматиды 

группами располагаются в  цитоплазме клеток 
Сертоли и апикальной частью обращены в сторо‑
ну базальной мембраны канальцев.

С двенадцатого этапа спермиогенеза начина-
ется фаза созревания, которая включает последние 
6 этапов спермиогенеза (12—17). На 12‑м этапе 
спермиогенезе (рис. 1, 7, 8) отмечается уменьше‑
ние ядра сперматиды и увеличение акросомической 
части. Головка приобретает форму удлиненного ко‑
нуса, большую часть которого занимает акросома.

На тринадцатом этапе спермиогенеза акро‑
соматические структуры сперматид продвигаются 
к ядрам клеток Сертоли.

На четырнадцатом этапе спермиогенеза вы‑
является удлиненный акросомический отросток, 
который на конце несколько утолщен и максималь‑
но приближен к ядру клетки Сертоли.

На пятнадцатом этапе происходит инволюция 
акросомичского выроста и конуса. Сперматиды пе‑
ремещаются ближе к центру канальцев.

На шестнадцатом этапе (рис. 1, 9, 10) умень‑
шается головка сперматид, хорошо выражена хво‑
стовая часть.

На семнадцатом этапе сперматозоиды рас‑
полагаются на поверхности сперматогенного пла‑
ста клеток и перемещаются в канал придатка се‑
менника.

Рис. 1. Схема спермиогенеза у баранов

Рис. 2. Фрагмент семенного канальца. Хорошо выражена базальная мембрана светло 
розового цвета, во втором ряду расположены первичные пахитенные сперматоциты 
(красные стрелки). Ближе к  центру канальца видны молодые сперматиды первого 
этапа спермиогенеза (голубые стрелки). Окраска трихром-ШИК. Фиксация: жидкость 

Штиве. Ув. об. 60, ок. 10

Рис. 3. Фрагмент семенного канальца. Вверху расположена базальная мембрана, на 
которой видны зиготенные первичные сперматоциты (красные стрелки). Во втором 
ряду выявлены крупные пахитенные сперматоциты (голубые стрелки). Ближе к центру 
канальца видны сперматиды 6‑го этапа спермиогенеза (черные стрелки). Окраска: 
ШИК-реакция, докраска гематоксилином. Фиксация: жидкость Штиве. Ув. об. 60, ок. 10



168	 Ветеринарный фармакологический вестник • № 4 (33) • 2025 Ветеринарный фармакологический вестник • № 4 (33) • 2025	 169

Электронномикроскопические и микроскопические исследования сперматид на различных этапах спермиогенезаА. Г. Ульянов, В. И. Котарев, И. А. Ульянов, П. М. Торгун

Рис. 4. Электронная микроскопия, сперматиды 6‑го этапа спермиогенеза. В  центре 
расположено ядро, с правой стороны к ядру прилегает акросомическая структура в виде 
колпачка (красная стрелка). Центральная часть акросомической структуры утолщена, 
содержит акросомическую гранулу. В цитоплазме видны электронно-плотные оваль‑
ные митохондрии (черные стрелки). Ув. 8000. Масштабный отрезок (внизу справа) — 

1 мкм

Рис. 5. Фрагмент семенного канальца. Вверху слева видна базальная мембрана. В пер‑
вом ряду расположены зиготенный (красная стрелка) и  лептотенный сперматоцит 
(голубая стрелка). Ближе к центру семенного канальца выявлены удлиненные сперма‑
тиды (черные стрелки) десятого этапа спермиогенеза. Одни клетки обращены акро‑
сомической структурой к базальной мембране, другие — к центру канальца. Окраска: 
ШИК-реакция, докраска гематоксилином. Фиксация: жидкость Штиве. Ув. об. 60, ок. 10

Рис. 6. Электронная микроскопия сперматиды 10‑го этапа спермиогенеза. Ядра ста‑
новятся удлиненными. Акросомическая структура покрывает больше половины поверх‑
ности ядра. Отмается уплотнение (конденсация) хроматина ядра. Цитоплазма спол‑
зает в каудальную часть клетки Ув. 10 000. Масштабный отрезок (внизу справа) — 1 мкм

Рис. 7. Фрагмент семенного канальца. Вверху справа расположена базальная мем‑
брана, на которой видны зиготенные первичные сперматоциты (красные стрелки). Во 
втором ряду расположены первичные пахитенные сперматоциты (голубые стрелки). 
Ближе к центру канальца выявлены удлиненные сперматиды двенадцатого этапа спер‑
миогенеза (черные стрелки). Все сперматиды акросомической структурой обращены 
к базальной мембране. Окраска: ШИК-реакция, докраска гематоксилином. Фиксация: 

жидкость Штиве. Ув. об.60, ок. 10
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Рис. 8. Электронная микроскопия, сперматиды 12‑го этапа спермиогенеза (фаза созре‑
вания). Ядро темное, удлиненное. Акросомическая структура располагается впереди 
ядра (красная стрелка). Отмечается выраженная конденсация хроматина ядра. В свя‑
зующем отделе видны митохондрии (голубые стрелки). Ув. 10 000. Масштабный отре‑

зок (внизу справа) — 1 мкм

Рис. 9. Фрагмент семенного канальца. Вверху справа расположена базальная мем‑
брана, на которой видны зиготенные (красные стрелки) первичные сперматоциты. Во 
втором ряду расположены крупные клетки первичные пахитенные сперматоциты 
(голубые стрелки). Ближе к центру канальца выявлены сперматиды шестнадцатого 
этапа спермиогенеза (черные стрелки). Окраска: ШИК-реакция, докраска гематокси‑

лином. Фиксация: жидкость Штиве. Ув. об. 60, ок. 10

Рис. 10. Электронная микроскопия, сперматиды 16‑го этапа спермиогенеза (фаза созре‑
вания). Ядро темное, удлиненное. Акросома (красные стрелки) располагается впереди 

ядра. Ув. 10 000. Масштабный отрезок (внизу слева) — 1 мкм

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Спермиогенез у баранов характеризуется разви‑

тием хорошо выраженной акросомической струк‑
туры, форма которой является критерием опреде‑
ления этапов спермиогенеза. Количество этапов 
спермиогенеза связано с  особенностями цикла 
сперматогенного эпителия.
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Abstract. Spermiogenesis in rams includes four phases: 1 — Golgi phase; 2 — cap phase; 3 — acrosome phase; 
4 — maturation phase. The Golgi phase includes the first three stages of spermiogenesis (1—3). In the cytoplasm 
of young spermatids, with the help of the Golgi complex, a proacrosomal vesicle is formed, in which PAS-posi‑
tive material accumulates in the form of a large acrosomal granule. The next four stages of spermiogenesis (4—
7) make up the cap phase. The acrosomal vesicle is located on the surface of the nuclear membrane in the form 
of a cap, covering its one-third. By the end of the cap phase, the acrosomal structure covers half of the nuclear 
surface. The nucleus acquires an oval shape and shifts to the anterior pole of the cell. During the acrosome phase 
(stages 8—11 of spermiogenesis), the acrosomal structure elongates, and an acrosomal cone with a sharp end is 
formed. During the final phase of maturation (stages 12—17), spermatids with an elongated acrosome approach 
the nucleus of Sertoli cells. Sertoli cells hypertrophy themselves, become perpendicular to the basement mem‑
brane and migrate toward the center of the seminiferous tubule. By the end of the maturation phase, the acroso‑
mal cone disappears, and the spermatids transform into spermatozoa, which migrate into the epididymis.
Keywords: stages of spermiogenesis, phases: Golgi, cap, acrosomes, maturation

©  Ulyanov A. G., Kotarev V. I., Ulyanov I. A., Torgun P. M., 2025

Studying spermatogenesis in various animals us‑
ing light and electron microscopy allows to elucidate 
the complex processes of spermatogenic cell differ‑
entiation, as well as the functional characteristics of 
Leydig and Sertoli cells.

Currently, approximately 30 different types of sper‑
matogenic cells can be identified in the testis of an adult 
animal, but no more than five cell types can be seen in 
a single cross-section of the convoluted seminiferous 
tubule. The number of cell associations of five cells 
may vary among different animal species, but the com‑
position of each cell association is always constant for 
a given animal species.

Spermatogenic cells in each section of the convo‑
luted tubule are constantly replacing one group of sper‑
matogenic cells with another. The number of cell com‑
binations found in the testis of a given animal species is 
limited and constant. One group of spermatogenic cells 
corresponds to one stage of the spermatogenic epithe‑
lial cycle, and the complete set of specific cell combi‑
nations represents the spermatogenic epithelial cycle.

The complete series of morphological changes 
that can be observed in one section of the seminifer‑

ous tubule between the appearance of identical com‑
binations of spermatogenic epithelial cells constitutes 
the spermatogenic epithelial cycle [1—4]. The exis‑
tence of specific combinations of spermatogenic cells 
in the convoluted seminiferous tubules of the testis and 
the replacement of one combination with another were 
discovered as early as the late 19th century. However, a 
complete description of all cell combinations and the 
precise sequence of their replacement was not com‑
pleted until the 1950s. In 1952, Leblond and Clermont 
[1—4] first described the spermatogenic epithelial cy‑
cle for a number of rodents, but the spermatogenic ep‑
ithelial cycle has been studied in most detail in rats.

The use of the method proposed by Leblond and 
Clermont for studying the spermatogenic epithelial 
cycle made it possible to describe spermiogenesis in 
many mammals: mice [5, 6], hamsters [7], guinea pigs 
[8], Papio Anubis monkeys [9], reindeer [10], opos‑
sums [11], camels [12], European beavers [13,14], sea 
otters [15], minks [16] and bulls [17].

Differentiation of the morphological stages of the 
spermatogenic epithelium is necessary for a more in-
depth analysis of the histogenetic processes occurring 
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in the seminiferous tubule, for elucidating the quantita‑
tive patterns of the spermatogenic process, and for stan‑
dardizing material under experimental conditions and 
in the presence of pathological changes. The study of 
spermatogenesis in mammals must be conducted tak‑
ing into account the stages of the spermatogenic epi‑
thelial cycle (SEC). Unfortunately, in the domestic lit‑
erature only a few authors study spermatogenesis us‑
ing the SEC stages [13—17].

This report objective is to study the various stag‑
es of spermiogenesis in mature rams.

Based on analysis of acrosomal structure, we iden‑
tified 17 stages of spermatid development, the first 12 
of which were used to identify 12 stages of the sper‑
matogenic epithelial cycle in rams.

MATERIAL AND METHODS
The samples from 30 Russian Longwool rams aged 

2—3 years were used. Testicular fragments were fixed 
in Stieve’s solution. Paraffin sections were stained with 
hematoxylin and eosin and Heidenhain’s azan. The 
Schick test and Trichrome-PAS staining were used.

For electron microscopy, testicular specimens were 
fixed in a 2.5 % glutaraldehyde and a 1 % osmium 
fixative. The sections were prepared on BS‑490 and 
LKB‑4800 ultramicrotomes. The sections were con‑
trasted with uranyl acetate and lead citrate and exam‑
ined under a Tesla BS‑500 electron microscope.

STUDY RESULTS
As a result of the conducted studies, the follow‑

ing were identified in the ram testis: type A0 stem 
spermatogonia, differentiating spermatogonia A1, A2, 
A3 and A4; intermediate spermatogonia, type B sper‑
matogonia, primary spermatocytes at various stages 
of meiotic division (preleptotene, leptotene, zygotene, 
pachytene, diplotene, diakinesis); secondary spermato‑
cytes and spermatids.

Sertoli cells (sustentocytes), 7 types of spermatogo‑
nia, and primary spermatocytes at the preleptotene, lep‑
totene and zygotene stages are located on the basement 
membrane of the seminiferous tubule. In this work, 
we will not characterize spermatogonia, which are ex‑
tremely difficult to identify even with the use of elec‑
tron microscopy and modern markers, the specificity 
of which has not yet been fully studied.

This paper will focus on primary and secondary 
spermatocytes and spermatids at various stages of 
spermiogenesis. Primary spermatocytes at the prelep‑
totene stage are smaller than type B spermatogo‑
nia. Chromatin in the nucleus of spermatocytes at the 
preleptotene stage is poorly defined.

Leptotene spermatocytes are characterized by the 
presence of thin chromosomal strands located in the 
center of the nucleus. In zygotene spermatocytes, chro‑
mosomes are densely packed. 

They become thicker and are distinguished by 
their short length. Zygotene spermatocytes are char‑
acterized by the presence of a distinct chromatin “bou‑
quet” figure. 

This figure is pressed against the nuclear mem‑
brane, resulting in the stained portion of the nucleus 
taking on a crescent shape, while the rest of the nu‑
cleus remains empty. In zygotene spermatocytes, con‑
jugation of homologous chromosomes results in the 
formation of bivalents, the number of which is equal 
to the haploid number of chromosomes. Bivalents are 
thicker than leptotene chromosomes.

At the end of the zygotene phase, spermatocytes 
gradually migrate to the second row of the seminif‑
erous epithelium and become pachytene spermato‑
cytes. Spermatocytes at the pachytene stage have the 
largest nuclei.

Meiotic prophase ends with the diplotene stage, 
which transitions into diakinesis. The nuclear mem‑
brane disappears, and the first meiotic division occurs, 
resulting in the formation of secondary spermatocytes.

After a short interphase, the second meiotic divi‑
sion of secondary spermatocytes produces spermatids, 
which then undergo spermiogenesis.

Spermiogenesis in rams consists of four phases: 
1 — Golgi phase; 2 — cap phase; 3 — acrosome phase; 
4 — maturation phase.

The first three stages of spermiogenesis (1—3) 
comprise the first phase of spermiogenesis — the Golgi 
phase. During the Golgi phase (Fig. 1, 2), hypertrophy 
of the Golgi complex, formation of the proacrosomal 
vesicle and accumulation of PAS-positive material in 
the form of a large acrosomal granule are observed.

The next four stages of spermiogenesis (4—7) com-
prise the cap phase. At the fourth stage, the acroso‑
mal vesicle is positioned on the surface of the nuclear 
membrane as a cap. The acrosomal granule increases 
in volume and is positioned on the inner surface of the 
vesicle, adjacent to the nuclear membrane.

At the fifth stage of spermiogenesis, the acrosomal 
granule loses its rounded shape and flattens out on the 
surface of the nucleus.

At the sixth stage (Fig. 1, 3, 4) of spermiogenesis, 
the acrosomal structure covers more than one-third of 
the nuclear surface. A PAS-positive granule is located 
in the center of the acrosomal structure.

At the seventh stage, the acrosomal structure covers 
half the surface of the nucleus. The nucleus takes on 

an oval shape and, together with the acrosomal struc‑
ture, shifts toward the anterior pole of the cell. The 
anterior surface of the cap approaches the cell mem- 
brane.

The subsequent four stages of spermiogenesis (8—
11) comprise the acrosomal phase. At the eighth stage 
of spermiogenesis, the acrosomal structure, in contact 
with the cell membrane, forms the anterior contour of 
the spermatid.

At the ninth stage of spermiogenesis, the sperma‑
tid nucleus shrinks and becomes elongated. The ac‑
rosomal structure covers almost two-thirds of the nu‑
clear surface.

At the tenth stage (Fig. 1, 5, 6) of spermiogenesis, 
the spermatid nucleus elongates further, and the cyto‑
plasm extends caudally. The acrosomal structure also 
elongates and becomes cone-shaped.

At the eleventh stage of spermiogenesis, the acro‑
somal structure elongates, forming an acrosomal cone 
with a pointed end. Spermatids are arranged in groups 
in the cytoplasm of Sertoli cells, with their apical por‑
tion facing the tubular basement membrane.

From the twelfth stage of spermiogenesis, the mat‑
uration phase begins, which includes the last six stag‑
es of spermiogenesis (12—17). At the twelfth stage 
of spermiogenesis (Fig. 1, 7, 8), the spermatid nucle‑
us shrinks and the acrosomal portion enlarges. The 
head takes on the shape of an elongated cone, most of 
which is occupied by the acrosome.

At the thirteenth stage of spermiogenesis, the ac‑
rosomatic structures of the spermatids move toward 
the Sertoli cell nuclei.

At the fourteenth stage of spermiogenesis, an elon‑
gated acrosomal process is revealed, somewhat thick‑
ened at the end and positioned as close as possible to 
the Sertoli cell nucleus.

At the fifteenth stage, the acrosomal process and 
conus involution occur. The spermatids move closer 
to the center of the tubules.

At the sixteenth stage (Fig. 1, 9, 10), the spermatid 
head decreases in size, and the tail is clearly defined.

At the seventeenth stage, spermatozoa are located 
on the surface of the spermatogenic layer of cells and 
migrate into the epididymal canal.

Fig. 2. Fragment of a seminiferous tubule. The light pink basement membrane is clearly visible; prima‑
ry pachytene spermatocytes (red arrows) are located in the second row. Young spermatids of the first 
stage of spermiogenesis are visible closer to the center of the tubule (blue arrows). Stained with Tri‑

chrome-PAS. Fixation: Stieve’s solution. Mag. 60x, ap. 10
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Fig. 3. Fragment of a seminiferous tubule. The basement membrane is located at the top, on which 
zygotene primary spermatocytes are visible (red arrows). Large pachytene spermatocytes (blue arrows) 
are revealed in the second row. Spermatids of the sixth stage of spermiogenesis are visible closer to the 
center of the tubule (black arrows). Staining: PAS reaction, counterstaining with hematoxylin. Fixation: 

Stieve’s solution. Mag. 60x, ap. 10

Fig. 4. Electron microscopy of spermatids at stage 6 of spermiogenesis. The nucleus is located in the 
center, and an acrosomal cap-shaped structure (red arrow) is adjacent to the nucleus on the right side. 
The central part of the acrosomal structure is thickened and contains an acrosomal granule. Electron-dense 
oval mitochondria (black arrows) are visible in the cytoplasm. Mag. 8000. Scale bar (bottom right) is 

1 µm

Fig. 5. Fragment of a seminiferous tubule. The basement membrane is visible at the top left. The first 
row contains a zygotene (red arrow) and leptotene spermatocyte (blue arrow). Closer to the center of 
the seminiferous tubule, elongated spermatids (black arrows) of the tenth stage of spermiogenesis are 
revealed. Some cells face the acrosomal structure toward the basement membrane, others — toward the 
center of the tubule. Staining: PAS reaction, counterstaining with hematoxylin. Fixation: Stieve’s solu‑

tion. Mag. 60, ap. 10

Fig. 6. Electron microscopy of a spermatid at stage 10 of spermiogenesis. The nuclei become elongated. 
The acrosomal structure covers more than half of the nuclear surface. Condensation of the nuclear 
chromatin is visible. The cytoplasm shifts toward the caudal part of the cell. Mag. 10 000. Scale bar 

(bottom right) is 1 µm
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Fig. 7. Fragment of a seminiferous tubule. At the top right is the basement membrane, on which zygo‑
tene primary spermatocytes are visible (red arrows). In the second row are primary pachytene spermato‑
cytes (blue arrows). Closer to the center of the tubule, elongated spermatids of the twelfth stage of 
spermiogenesis are revealed (black arrows). All spermatids with their acrosomal structure face the 
basement membrane. Staining: PAS reaction, counterstaining with hematoxylin. Fixation: Stieve’s 

solution. Mag. 60, ap. 10

Fig. 8. Electron microscopy of spermatids at stage 12 of spermiogenesis (maturation phase). The nu‑
cleus is dark and elongated. The acrosomal structure is located anterior to the nucleus (red arrow). 
Marked chromatin condensation is noted in the nucleus. Mitochondria are visible in the connecting 

region (blue arrows). Mag. 10 000. Scale bar (bottom right) is 1 µm

Fig. 9. Fragment of a seminiferous tubule. At the top right is the basement membrane, on which zygo‑
tene primary spermatocytes (red arrows) are visible. In the second row are large cells, primary pachytene 
spermatocytes (blue arrows). Closer to the center of the tubule are spermatids of the sixteenth stage of 
spermiogenesis (black arrows). Staining: PAS reaction, counterstaining with hematoxylin. Fixation: 

Stieve’s solution. Mag. 60, ap. 10

Fig. 10. Electron microscopy of spermatids at stage 16 of spermiogenesis (maturation phase). The nu‑
cleus is dark and elongated. The acrosome (red arrows) is located in front of the nucleus. Mag. 10 000. 

Scale bar (bottom left) is 1 µm
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CONCLUSION
Spermiogenesis in rams is characterized by the de‑

velopment of a well-defined acrosomal structure, the 
shape of which determines the stages of spermiogen‑
esis. The number of stages of spermiogenesis is relat‑
ed to the characteristics of the spermatogenic epithe‑
lium cycle.

Fig. 1. Scheme of spermiogenesis in rams
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 УСЛОВИЯ ПУБЛИКАЦИИ 
И ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ СТАТЕЙ

УВАЖАЕМЫЕ КОЛЛЕГИ!
Редакция журнала «Ветеринарный фармакологический вестник» Всероссийского научно-исследо‑

вательского ветеринарного института патологии, фармакологии и терапии Россельхозакадемии пригла‑
шает научных сотрудников, преподавателей вузов, соискателей ученых степеней и практикующих спе‑
циалистов для публикации результатов экспериментальных исследований, теоретических и обзорных 
статей, касающихся актуальных вопросов ветеринарной фармакологии.

Цель журнала «Ветеринарный фармакологический вестник» — представление основных направле‑
ний развития ветеринарной фармакологии, привлечение внимания научных работников и специалистов 
к актуальным проблемам, продвижение инновационных разработок.

Основные тематические направления журнала:
1. Экспериментальная фармакология.
2. Клиническая фармакология.
3. Биохимическая и молекулярная фармакология.
4. Фармация.
5. Новые лекарственные средства и препараты для терапии и профилактики болезней.
6. Средства зоогигиены, дезинфекции, дезинсекции и дератизации.
7. Лечебные премиксы и кормовые добавки.
8. Патофизиология, патобиохимия и экспериментальная терапия.
Тематическое содержание журнала может меняться в зависимости от текущих задач науки и практики.

УСЛОВИЯ ПУБЛИКАЦИИ
Авторам необходимо предоставить в редакцию следующие материалы:
1. Статью, оформленную в  соответствии с  требованиями, на почту vetfarm.journal@yandex.ru 

(«В редакцию журнала «Ветеринарный фармакологический вестник»).
Материал, предлагаемый для публикации, должен быть тщательно отредактирован и подписан 

всеми авторами.
Статьи, направляемые в редакцию, проходят рецензирование и выносятся на рассмотрение редкол‑

легии. При необходимости редакция связывается с авторами по телефону или электронной почте. По 
результатам обсуждения принимается решение о возможности включения статьи в журнал, об отказе 
или доработке.

Статья, направленная автору на доработку, должна быть возвращена в исправленном виде в макси‑
мально короткие сроки. К рукописи необходимо приложить письмо от авторов, содержащие ответы на 
все замечания. Статья, требующая повторной доработки, рассматривается как вновь поступившая. При 
этом датой поступления считается дата получения редакцией окончательного варианта статьи.

Плата с авторов за публикацию не взимается.
Авторское вознаграждение за размещение статей в печатной и электронной версии журнала авто‑

рам статей не выплачивается.
Материалы, поступившие в редакцию, авторам не возвращаются.
2. Сведения об авторах:
Фамилия, имя, отчество
Ученая степень
Ученое звание
Должность
Полное название организации
Адрес, телефон, e-mail
Отдельно необходимо указать лицо и его контактные данные, с которым редакция будет вести пере‑

говоры и переписку.

3. Направление от учреждения, в котором выполнена работа по форме:

В редакцию журнала 
«Ветеринарный фармакологический вестник»

Прошу (просим) опубликовать в открытой печати мою (нашу) статью «______________________
____________________________________________________________________________________».

Материалы статьи частично или полностью не были ранее опубликованы*.
Авторы подтверждают достоверность и оригинальность материалов, изложенных в статье; дают 

согласие на сбор, обработку и распространение своих персональных данных в соответствии с требо‑
ваниями Федерального закона № 152-ФЗ от 27 июля 2006 года «О персональных данных»; гаранти‑
руют, что не нарушают ничьих авторских прав; не включают материалы, не подлежащие к публика‑
ции в открытой печати в соответствии с действующим законодательством Российской Федерации.

Вместе со статьей автор передает редакции на неограниченный срок следующие права: право на 
размещение, воспроизведение и распространение статьи любым способом; право на переработку ста‑
тьи и внесение изменений в статью; право на публичное использование материалов статьи и демон‑
страцию их в информационных, рекламных и прочих целях.

Также авторы подтверждают, что согласны с правилами редакции по подготовке рукописи к из‑
данию. После публикации ее цитирование возможно только со ссылкой на журнал «Ветеринарный 
фармакологический вестник».

_____________________________
_____________________________
подпись (подписи) автора (авторов)

_____________________________
_____________________________
фамилия, имя, отчество

Подпись (подписи) _________________________________заверяю.
_________________________________
подпись и ФИО лица, заверившего подписи
М.П. организации
«___»_________________г.

	 *	Если были опубликованы частично, то указать название издания, год выпуска, номер, страницы.

Для ускорения публикации статьи в редакцию необходимо предоставить рецензию доктора наук, за‑
веренную в отделе кадров по месту работы.

ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ СТАТЕЙ
Текст статьи объемом до 15 страниц предоставляется в программе Microsoft Word: шрифт — Times 

New Roman, кегль — 14 пт, межстрочный интервал — 1,5, абзацный отступ — 1,25, без переносов. Фор‑
мат страницы — А4; поля: левое — 3 см, верхнее, правое и нижнее — 2 см.

Элементами издательского оформления статей являются:
	— сведения об издании, в котором опубликована статья;
	— название рубрики или раздела издания;
	— тип статьи (научная статья, обзорная статьи, редакционная статья, дискуссионная статья, персона‑

лии, редакторская заметка, рецензия на книгу, рецензия на статью, спектакль и т. п., краткое сообщение);
	— индекс Универсальной десятичной классификации (УДК);
	— цифровой идентификатор объекта (Digital Object Identifier — DOI); его приводят по ГОСТ Р ИСО 

26324 и располагают после индекса УДК отдельной строкой слева. В конце DOI точку не ставят;
	— заглавие статьи;
	— подзаголовочные данные статьи;
	— сведения об авторе (авторах);
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	— аннотация (резюме);
	— ключевые слова (словосочетания);
	— благодарности;
	— знак охраны авторского права;
	— перечень затекстовых библиографических ссылок;
	— сведения о продолжении или окончании статьи;
	— приложение (приложения);
	— примечания;
	— дата поступления рукописи в редакцию издания, дата одобрения после рецензирования, дата при‑

нятия статьи к опубликованию.
Дополнительно могут быть приведены:

	— библиографическая запись на статью для дальнейшего цитирования;
	— сведения о вкладе каждого автора, если статья имеет несколько авторов;
	— указание об отсутствии или наличии конфликта интересов и детализация такого конфликта в слу‑

чае его наличия.
Слова и словосочетания в элементах издательского оформления статьи не сокращают, кроме сведе‑

ний об ученой степени и звании автора, слов и словосочетаний в библиографических ссылках и спис‑
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.

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».
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