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Аннотация. Для определения физиологических особенностей кожи животных разного вида была изуче-
на возможность применения следующих биофизических методов: поляризационно-интерференционной 
микроскопии, флуоресцентной микроскопии, ультрафиолетовой (УФ) спектрофотометрии, редокс-метрии. 
В качестве образцов были взяты волосы разного цвета, формы, длины и толщины от животных различных 
классов, семейств и видов. Полученные спектры поглощения ультрафиолетового излучения имеют харак-
терные различия в полосах поглощения волос не только разных классов, семейств и видов животных, но 
и возрастные и половые отличия. Фрактальный анализ микрофотографий волос животных провели в про-
граммном пакете «HarFA». Были построены уравнения регрессии, соответствующие графики и гистограм-
мы. Значение фрактальной размерности также было индивидуально для кожи разных видов животных. 
Результаты редоксометрии показали, что редокс-потенциалы различны для производных кожи животных 
разных видов.
Summary. To determine the physiological characteristics of the skin of animals of different types, the possibility 
of using the following biophysical methods was studied: polarization-interference microscopy, refl ected light 
microscopy, fl uorescence microscopy, ultraviolet (UV) spectrophotometry, redox-metry. Hair samples of various 
colors, shapes, lengths and thicknesses from animals of various classes, families and species were taken. The 
UV-spectra absorption obtained have characteristic differences not only in the absorption bands of hair different 
classes, families and species of animals, but also age and sex differences. A fractal analysis of micrographs of 
animal hair was performed in the HarFA software package. Regression equations, the corresponding graphs and 
histograms were built. The values of the fractal dimension were also individual for the skin of different species 
of animals. The results of redoxometry showed that the redox potentials are different for skin’s derivatives from 
animals of different types.
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ФИЗИОЛОГИЯ
Введение
В силу способности к адаптации к раз-

личным природным условиям, кожа и её 
производные могут сильно отличаться по 
химическому составу даже у близких видов 
животных. Основными составными компо-
нентами волос являются кератин и меланин, 
которые по строению отличны от меланина 
кожного покрова. Высокое содержание се-
росодержащих аминокислот в составе ке-
ратинов шёрстного покрова является их от-
личительной особенностью. До настоящего 
момента основными методами исследования 
кожного покрова и производных кожи – во-
лос – являются [5] световая микроскопия 
в проходящем свете нативных волос или про-
дуктов их неполного гидролиза (дисков). Из-
учение специфических особенностей волос 
может нести диагностическую ценность, 
в связи с тем, что волосы всех видов живот-
ных отличаются полиморфностью струк-
туры. Актуальность работы обусловлена 
необходимостью проведения исследования 
нативных волос и их щелочных гидролиза-
тов при помощи наиболее простых, быстрых 
в постановке и современных биофизических 
методов, а также опробовать возможности 
программного пакета «HarFA 5.1» для анали-
за микрофотографий волос с целью создания 
в перспективе лабораторной тест-системы.

Материалы и методы
Работа выполнена в ФГБОУ ВО «Мо-

сковская государственная академия ветери-
нарной медицины и биотехнологии – МВА 
имени К. И. Скрябина». Для определения 
видовой принадлежности волос животных 
применяли следующие биофизические ме-
тоды: поляризационно-интерференционная 
микроскопия, флуоресцентная микроскопия, 
ультрафиолетовая (УФ) спектрофотометрия, 
а также редокс-метрия. В качестве образцов 
были намеренно отобраны волосы с хол-
ки животных различных классов, семейств 
и видов. Образцы волос для лабораторного 
анализа были разного цвета, формы, длины 
и толщины. Источниками для исследования 
служила шерсть следующих животных:

– Овца домашняя – Оvis orientalis aries, ка-
ракульская порода, Россия, 2 самки и 2 самца.

– Северный олень – Rangifer tarandus, 
2 самца и 2 самки, Россия, о. Серебрякова.

– Лисица серебристо-черная, клеточного 
разведения – Vulpes vulpes, 3 самца и 3 самки, 
Россия, Московская область.

– Коза – Сapra, 4 самки и 5 самцов, Россия.
Поляризационно-интерференционную 

микроскопию проводили при помощи микро-
скопа “BIOLAR” с одной двупреломляющей 
призмой: увеличение 600×; объективы – х 40, 
А = 0,4, Т = 160. Проведение термохимиче-
ского гидролиза волос с распадом на диски 
и люминесцентной микроскопии (увеличе-
ние 400×; объектив ×40, окуляр 10 /18) осу-
ществляли по ранее отработанной авторами 
методике [3]. Фотографирование результатов 
микроскопии осуществляли цифровой каме-
рой-окуляром для микроскопа “SCOPETEK”, 
модель DCM35.

Спектры и полосы поглощения щелочных 
гидролизатов волос животных в связи с при-
сутствием в кератинах серосодержащих (ци-
стин) и ароматических (триптофан, тирозин) 
аминокислот анализировали в УФ-области 
спектра. Спектрофотометрию проводили [2] 
в кварцевых кюветах объёмом 3 мл на спек-
трофотометре СФ–46. Измеряли спектры 
поглощения при длинах волн от 240 до 600 
нм, через каждые 5 нм. Образцом сравнения 
(контролем) служил 10%-ный раствор NaOH.

Окислительно-восстановительный потен-
циал растворов (редокс-метрия) измеряли в 
условиях термостатирования (+24оС) с по-
мощью обычного лабораторного рН-метра 
(типа ЭВ-74), настроенного как милливольт-
метр, с помощью двух электродов: измери-
тельного и вспомогательного. Регистрирова-
ли ЭДС от датчика. Перед измерением гидро-
лизаты инкубировали 6 дней в темноте. Для 
измерений брали по 1 мл гидролизата каждо-
го образца. 

Фотографии, полученные при микроско-
пии волос, анализировали при помощи про-
граммного пакета «HarFA 5.1».

Результаты исследований и обсуждение
Проведённое предварительное иссле-

дование образцов волос всех видов жи-
вотных в отражённом свете практически 
не дало диагностически значимых результа-
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тов для идентификации [3]. Было получено 
несколько изображений, но в подавляющем 
большинстве случаев структура сердцевины 
просматривалась слабо. По результатам про-
ведённой люминесцентной микроскопии все 
образцы волос можно условно разделить на 
три группы: люминесцирующие, слабо лю-
минесцирующие и не люминесцирующие 
совсем [3]. Методом поляризационно-ин-
терференционной микроскопии (Рис. 3) все 
образцы просматривались хорошо, можно 
было идентифицировать строение сердцеви-
ны. УФ-спектрофотометрия, на наш взгляд, 
может быть отнесена к перспективным мето-
дам лабораторной экспертизы. Полученные 
на спектрофотометре СФ-46 спектры имеют 
характерные различия в полосах поглощения 
волос разных классов, семейств и видов жи-
вотных. Например, полученные результаты 
показали, что щелочные гидролизаты волос 
взрослых коз (самок и самцов) начинают по-
глощать свет при 245–275 нм. В идентифи-
цированном спектре присутствуют две по-
лосы поглощения: 410–510 нм и 550–650 нм. 
Щелочные гидролизаты из шерсти новорож-
дённых коз не поглощают ультрафиолетовое 
излучение при длинах волн 275–285 нм и 
300–350 нм. Растворы щелочных гидролиза-
тов из волос беременных коз не поглощали 
диапазон длин волны от 300 до 370 нм. По-
лосы поглощения щелочных гидролизатов 
волос оленя, лисы и овцы лежат в УФ-части 
спектра 220–345 нм и имеют по два экстре-
мума: в начале и в конце выявленного диапа-
зона. Особенности в положениях минимумов 
и максимумов и, соответственно, отличия в 
оптической плотности щелочных гидроли-
затов шерсти различных видов млекопитаю-
щих, доказывают различие в строении и со-
ставе кератинов.

При проведении исследования методом 
редокс-метрии учитывали, что изменение ре-
докс-потенциала волос под действием света 
обусловлено соотношением сульфгидриль-
ных (SH) и дисульфидных (SS) групп [1, 5]. 
Полученные данные редокс-потенциалов 
показали, что они различны не только для 
разных видов животных. Редокс-потенци-
ал шерсти оленя составил минус 3,75±0,16; 
шерсти лисы — минус 17,5±0,7; шерсти 

овцы – минус 7,5± 0,4. Однако при выявлен-
ных существенных различиях в абсолютных 
значениях показателей, окислительно-вос-
становительной потенциал достоверно ме-
нялся как после облучения растворов светом, 
так и после инкубации образцов в темноте.

В программном пакете «HarFA» с ша-
гом фрактальной размерности 0.01 провели 
фрактальный анализ изображений волос жи-

Рис. 1а. Микрофотография волоса северного оленя 
(люминесцентная микроскопия, увеличение 400х).

Рис. 1б. Фрактальный анализ микрофотографии 
волоса северного оленя. А — графики и уравнения 
регрессии. Б — гистограмма.
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вотных по методу А. А. Олешкевич с соавто-
рами [4]. Были получены уравнения регрес-
сии, построены соответствующие графики 
и гистограммы (Рис. 1–3).

Анализ (Рис. 1–3) выявляет изменения 
в структуре волоса, позволяя получить важ-
ную и достоверную информацию для диа-
гностики. На рисунках отчётливо видна фрак-
тальная структура анализируемого объекта, 
а также отражены их видовые различия в ги-
стограммах и коэффициентах фрактальной 

размерности. Материалом для дальнейшей 
интерпретации являются получаемые графики 
с коэффициентами фрактальной размерности 
(в комбинациях BW и B+BW) при максималь-
ной корреляции R и минимальном коэффици-
енте дисперсии и представление результатов 
в виде дискретной или непрерывной формы 
отображения информации. Cравнение гисто-
грамм (вида, сдвига) и значений фрактальной 
размерности D (для образцов шерсти разных 
видов животных от y = 1,0594 до y = 1,5339, 

Рис. 2. Микрофотография (люминесцентная микроско-
пия, увеличение 400х) и фрактальный анализ микро-
фотографии волоса лисы. А — графики и уравнения 
регрессии. Б — гистограмма.

Рис. 3 Микрофотография волоса овцы (съёмка в поля-
ризационно-интерференционном микроскопе; увели-
чение 600х) и фрактальный анализ изображения.

А

Б
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рис. 2 и 3 — графики) позволяет сделать вы-
вод об отсутствии самоподобия исследуемых 
объектов с эталонными образцами сравне-
ния, и как следствие, говорить об обнаруже-
нии наличия видовых особенностей объектов 
экспертизы. До наших исследований фрак-
тальный анализ волос и шерсти животных не 
проводили [4, 6–8]. При сборе достаточного 
банка данных для волос животных разного 
вида и возраста можно по изменению фрак-
тальной размерности микрофотографий опре-
делять не только основные физиологические 
характеристики кожи и её производных, но 
и принадлежность шерсти.

Сопоставление данных анализа волос ме-
тодом флуоресцентной микроскопии с ре-
зультатами фрактального анализа показывает 
большую информативность сочетания мето-
дов лабораторных исследований с методами 
математической нелинейной динамики.

Заключение
Для определения физиологических осо-

бенностей кожи животных разного вида мак-
симально информативно сочетание несколь-
ких биофизических методов: редокс-метрии, 
фрактального анализа, поляризационно-ин-
терференционной микроскопии и ультрафио-
летовой спектрофотометрии. Указанные виды 
микроскопии выявляют отдельные черты ми-
кроструктуры волос животных, но не позво-
ляют определить физиологических особенно-
стей производных кожи. Полученные спектры 
поглощения ультрафиолетового излучения 
имеют характерные различия в полосах по-
глощения волос не только разных классов, 

семейств и видов животных, но и возрастные 
и половые отличия. Использование метода 
математической нелинейной динамики пока-
зало, что значения фрактальной размерности 
индивидуально для производных кожи разных 
видов животных. Результаты редоксометрии 
подтвердили выявленные закономерности.
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Объективная проверка слуха у животных. BAER тест
С 2018 года ЧОУ ДПО "Институт Ветеринарной Биологии" проводит обучающий курс по объективной про-

верке слуха у животных, проведению BAER-теста у собак, кошек и других видов животных. Курс включает 
в себя теоретическую и практическую программы. В теоретической части занятий, слушатели знакомятся с 
теорией процесса регистрации вызванных слуховых потенциалов и основами нейрофизиологии. За время прак-
тических занятий каждый курсант обучается самостоятельно проводить осмотр животного перед проведением 
BAER теста, проверять племенные документы (для выписки сертификата допуска в разведение) непосредствен-
но выполнять BAER тест, фиксировать данные тестирования, интерпретировать данные тестирования, выписы-
вать экспертное заключение о результатах BAER теста. По окончании курсов слушатели, прошедшие итоговое 
испытание, получают СЕРТИФИКАТ СПЕЦИАЛИСТА по проведению BAER теста.

Курс рассчитан на практикующих ветеринарных врачей. На курсах организована продажа книг по ветерина-
рии. Вы можете забронировать интересующие вас издания через форму на сайте, а оплатить и получить заказ 
в первый день занятий. Место проведения: Санкт-Петербург, ул. Ораниенбаумская, д. 3, лит. Б, ЧОУ ДПО "Ин-
ститут Ветеринарной Биологии" (схема проезда)

Предварительная регистрация обязательна! Для регитсрации на данный курс необходимо прислать заявку в 
свободной форме на адрес E-mail: virclin@mail.ru
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Аннотация. Использование кокультуры или монослоя клеток гранулёзы овариальных фолликулов животных в 
клеточных репродуктивных технологиях обусловлено их большой значимостью при росте и созревании ооци-
тов in vivo. Cохранность клеток гранулёзы после обработки сверхнизкими температурами (витрификация) детерми-
нирует «качество» среды для культивирования ооцит-кумулюсных комплексов. В настоящем исследовании в срав-
нительном аспекте проанализированы апоптотические процессы (TUNEL-тест) в нативных и девитрифицированных 
клетках гранулезы из фолликулов Bos taurus. При использовании наночастиц высокодисперсного кремнезема (ВДК, 
концентрация 0,001 %) в составе криопротекторных и культуральных сред доля апоптотических клеток в популяции 
девитрифицированных гранулезных клеток через 24 и 48 часов культивирования снизилась c 61 до 38 %, P<0.001, и с 
78 до 45 %, P<0.001, соответственно. Таким образом, анализ результатов проведенных экспериментов выявил положи-
тельный эффект наночастиц ВДК на статус хроматина нативных и девитрифицированных клеток гранулёзы коров при 
пролонгированном культивировании, что позволяет рекомендовать использование наночастиц ВДК при витрификации 
и культивировании соматических и половых клеток овариальных фолликулов.
Summary. The usage of co-culture or monolayer of granulosa cells from ovarian animal follicles in cellular reproductive technologies 
is due to their great importance in growth and maturation of oocytes in vivo. The safety of granulosa cells after treatment by ultra-
low temperatures (vitrifi cation) determines the “quality” of medium for culture of oocyte-cumulus complexes. In the present study, 
the apoptotic processes (TUNEL test) in native and devitrifi ed granulosa cells from the follicles of Bos taurus were analyzed in a 
comparative aspect. In case of use of highly dispersed silica (HDS, concentration – 0.001 %) nanoparticles in cryoprotective and 
cultural media, the proportion of apoptotic cells in the population of devitrifi ed granulosa cells after 24 and 48 hours of culture 
decreased from 61 to 38 %, P <0.001 and from 78 to 45 %, P <0.001, respectively. So the analysis of experimental results revealed 
a positive effect of HDS nanoparticles on the chromatin status of native and devitrifi ed bovine granulosa cells during the prolonged 
culture, which implies the use of HDS nanoparticles for vitrifi cation and culture of somatic and germ cells of ovarian follicles.

Введение
Интенсификация фундаментальных ис-

следований в области физиологии женской 
гаметы млекопитающих определяется не-
обходимостью совершенствования инно-
вационных клеточных репродуктивных 

и ДНК-технологий (получение эмбрионов 
in vitro, клонирование, трансгенез, редакти-
рование генома) [9]. В основе вышеперечис-
ленных технологий лежит метод созревания 
донорских ооцитов in vitro. Несмотря на зна-
чительные успехи в технологии экстракорпо-
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рального созревания ооцитов коров, выход 
развившихся из них эмбрионов на протяже-
нии многих лет составляет не выше 40% [7]. 
Одной из важнейших задач технологии экс-
тракорпорального созревания и оплодотво-
рения – создание системы культивирования, 
адекватно отражающей условия формиро-
вания гаметы in vivo. Известно, что исполь-
зование кокультуры клеток гранулезы при 
дозревании донорских ооцитов in vitro зна-
чительно повышает выход эмбрионов на ста-
дии бластоцисты [6]. Ядра клеток гранулезы 
используются в качестве донорских в техно-
логии клонирования [8]. Фундаментальные 
исследования стероидогенеза подразумевает 
долгосрочное культивирование гранулезных 
клеток, а использование клеток гранулезы 
в качестве тест-системы цито- и генотоксич-
ности различных реагентов обуславливает 
использование культуры этих клеток в фарма-
кологии. Понятно, что хранение, в том числе 
и долгосрочное (криоконсервация) клеток 
гранулезы, с сохранением их жизнеспособ-
ности позволит значительно повысить эффек-
тивность вышеперечисленных биотехнологий 
и сопутствующих им методов.  Определяю-
щую роль в технологии витрификации клеток 
играют состав криопротекторов. 

Высокодисперсный кремнезём (ВДК) – 
аморфная форма диоксида кремния с размером 
частиц от 4 до 40 нм. Включение наночастиц 
ВДК (нВДК) в состав криопротекторных аген-
тов может повысить эффективность витрифи-
кации за счет изменения свойств растворов, 
обусловленных структурой и свойствами вы-
сокодисперсного кремнезема. Ранее выявлено 
положительное воздействие наночастиц ВДК 
в концентрации 0,001 % на жизнеспособность 
декриоконсервированных сперматозоидов бы-
ков, развитие доимплантационных эмбрионов 
коров, свиней [1, 5]. Цель настоящего исследо-
вания – идентифицировать эффекты наноча-
стиц ВДК на уровень апоптозов в нативных и 
девитрифицированых клетках гранулезы коров.

Материал и методы
Клетки гранулезы, использованные в экс-

периментах, были выделены из антраль-
ных фолликулов яичников коров диаметром 
3–6 мм, с высоким тургором и обширной 

васкуляризацией. Взвесь клеток обрабаты-
вали тремя растворами криопротекторов 
(КПА), приготовленными на среде ТС-199 
с 10 % фетальной бычьей сыворотки (ФБС, 
HyClone, Logan, UT). КПА-1: 0.7 M диме-
тилсульфоксид (ДМСО) + 0.9 M этиленгли-
коля (ЭГ); КПА-2: 1.4 M ДМСО + 1.8 M ЭГ; 
КПА-3: 2.8 M ДМСО + 3.6 M ЭГ + 0.65 M 
трегалозы. В каждый раствор криопротек-
торов вносили по 0,001 % нВДК. Осадок 
клеток гранулезы после отмыва в фосфат-
но-солевом буфере поэтапно экспонирова-
ли в течение 3 мин в КПА-1, затем в КПА-2 
и 5 минут в КПА-3. Перед каждой обработ-
кой растворами криопротекторов клетки 
центрифугировали при 300 об/мин в тече-
ние 60 секунд при комнатной температуре. 
Криопробирки с заключительной порцией 
осадка клеток гранулезы помещали в жид-
кий азот.

В процессе размораживания пробирки, 
содержащие витрифицированные клеточные 
осадки, помещали в водяную баню (37°С) 
и инкубировали в течение 120 с. Затем клет-
ки поэтапно помещали в три раствора с раз-
личными концентрациями трегалозы, при-
готовленными на основе ТС-199: 0,25 М на 
3 минуты, затем отмывали в 0,19 М (3 мину-
ты), и далее в 0,125 М трегалозе (3 минуты), 
окончательно дважды отмывали в ТС-199 
с 10 % ФБС. Каждый этап отмывания включал 
60-секундное центрифугирование при 300 
об/мин. Культивирование клеток проводили 
при температуре 38,5°C в атмосфере, содер-
жащей 5 % СО2 в течение 48 часов в среде 
следующего состава: ТС199 + 10 % феталь-
ной бычьей сыворотки + 50 нг/мл пролакти-
на, 10 мкг/мл гентамицина [3]. Концентра-
ция клеток гранулезы составляла 106 клеток 
гранулезы на мл среды. В опытные группы 
сред для культивирования добавляли наноча-
стицы 0,001 % ВДК (марка А200оС, институт 
химии поверхности им. Чуйко, НАН Украи-
ны).  В отборе концентраций руководствова-
лись указанными разработчиками [2].

Анализу клеток на апоптоз подвергали 
нативные клетки гранулезы (до культивиро-
вания), нативные клетки гранулезы, обрабо-
танные и необработанные нВДК (контроль 1 
и 2), девитрифицированные клетки грануле-
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зы, обработанные и необработанные нВДК 
(опыт 1 и 2). Определение апоптозов в гра-
нулезе, проводили перед культивированием 
через 24 и 48 часов в следующей последова-
тельности. Клетки гранулезы помещали на 
покрытые poly-L-lysine предметные стекла 
и подсушивали на воздухе. Далее проводили 
фиксацию в растворе формалина в течение 30 
минут и промывание в фосфатно-буферном 
растворе (ФБР). Затем клетки выдерживали 
в течение 2 минут в 10 % растворе Тритона 
Х –100 на 0,1 % цитрате натрия и повторно 
отмывали в ФБР. Затем экспонировали клет-
ки с реактивом TUNEL (Kit from Boehringer 
Mannheim Cat.No.1684795) и инкубировали 
в темноте в течение 60 минут при 37ºС. По-
сле инкубации клетки промывали в раство-
ре ФБР и экспонировали в растворе пропи-
диума иодида (1 мг/мл), и вновь промывали 
в ФБР, оставляли в темноте при комнатной 
температуре на 1 час, затем помещали в хо-
лодильник и хранили в горизонтальном по-
ложении. Образцы анализировали при помо-
щи флуоресцентного микроскопа Carl Zeiss 
Axio Imager A 2m.

Результаты обрабатывали с помощью ста-
тистической программы Sigma Stat. Все ис-
пользованные в исследовании реагенты, за 
исключением обозначенных, производства 
фирмы Sigma-Aldrich. Пластиковая лабора-
торная посуда фирмы BD Falcon™. Досто-

верность различия сравниваемых средних 
значений оценивали при трех уровнях значи-
мости: P<0.05; P<0.01; P<0.001 для 3-5 неза-
висимых экспериментов с помощью крите-
рия χ2.

Результаты исследований
Исследования проводили в соответствии 

со схемой, представленной на рисунке 1.
Введение наночастиц ВДК в состав крио-

протекторных и культуральных сред способ-
ствовало снижению доли клеток в состоянии 
апоптоза на всех этапах культивирования, 
так, после замораживания/оттаивания в кон-
трольных девитрифицированных (необрабо-
танных наночастицами ВДК) клетках доля 
апоптотических клеток достигла 51 %  про-
тив 33 % в опыте (рис. 2, P<0.001). 

Уровень апоптозов через 24 часа культи-
вирования в контрольных нативных клетках 
составил 22 %, в опытных – 15 %, в кон-
трольных девитрифицированных клетках 
выше обозначенный показатель составил 
61 % против 38 % в опытной группе (рис. 3,  
P<0.001).

В девитрифицированных клетках гранулё-
зы доля апоптотических клеток значительно 
превышало таковую в нативных клетках на 
всех исследованных временных промежут-
ках (24 часа: контроль – 22 % против 61 %; 
опыт – 15 % против 38 %; 48 часов: контроль 

Рис. 1. Структурно-логическая схема экспериментов.
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33 % против 78 %; опыт – 21 % против 45 %, 
P<0.001, рис. 2–4).  

На рис. 4 представлены результаты ана-
лиза деструктивных процессов в нативных 
и девитрифицированных клетках гранулёзы 
через 48 часов культивирования. Использо-
вание наночастиц ВДК в составе криопро-
текторных и культуральных сред обеспечило 
снижение уровня апоптозов, как в натив-
ных, так и в девитрифицированных клетках. 
В нативных клетках через 48 часов культи-
вирования уровень апоптозов составил 33 % 
(контроль) против 21 % (опыт), а в деви-
трифицированных ооцитах снизился с 78 % 
(контроль) до 45 % (опыт), P<0.001.

Обсуждение
Использование кокультуры или монослоя 

клеток гранулёзы овариальных фолликулов 
животных в клеточных репродуктивных тех-
нологиях обусловлено их большой значимо-
стью при росте и созревании ооцитов in vivo. 
Гранулёза – продуцент стероидов, вовлечен-
ных в приобретение ооцитом компетентности 
к оплодотворению и формированию эмбрио-
нов. Кроме того, гранулезные клетки участвуют 
в реализации эффектов многих гипофизарных 
гормонов при культивировании in vitro [6].  По-
нятно, что сохранность клеток гранулёзы по-
сле обработки сверхнизкими температурами 
в значительной степени обеспечит «качество» 
среды для культивирования женских гамет. 
Ранее в наших исследованиях выявлены по-
ложительные эффекты наночастиц ВДК на со-
хранность нативных клеток гранулёзы свиней, 
что выражалось в снижении уровня апоптозов 

Рис. 2. Влияние наночастиц высокодисперсного крем-
незема на уровень апоптоза в нативных и девитрифи-
цированных клетках гранулезы овариальных фоллику-
лов коров (TUNEL-test). Достоверность сравниваемых 
значений (критерий χ²):a:c; a:d; b:c; b:d; c:dP<0.001.

Рис. 3. Влияние наночастиц высокодисперсного крем-
незема на уровень апоптоза в нативных и девитрифи-
цированных клетках гранулезы овариальных фолли-
кулов коров (24 часа культивирования, TUNEL-test). 
Достоверность сравниваемых значений (критерий 
χ²):a:c; a:d; b:c; b:d; c:dP<0.001.

Рис. 4. Влияние наночастиц высокодисперсного крем-
незема на уровень апоптоза в нативных и девитрифи-
цированных клетках гранулезы овариальных фолли-
кулов коров (48 часов  культивирования, TUNEL-test). 
Достоверность сравниваемых значений (критерий 
χ²):a:bP<0.01; a:c; a:d; b:c; b:d; c:dP<0.001

(метод проточной цитофлуориметрии), уве-
личении количества жизнеспособных клеток 
и снижении  доли клеток с пикнотически-
ми ядрами [4]. В настоящем исследовании 
в сравнительном аспекте проанализированы 
деструктивные процессы (апоптоз) в натив-
ных и подвергшихся воздействию сверхнизких 
температур (витрификация)  клетках грану-
лёзы коров до и после культивирования  при 
введении в состав криопротекторных и культу-
ральных сред наночастиц ВДК. В целом ана-
лиз результатов проведенных исследований 
выявил положительный эффект наночастиц 
ВДК на статус хроматина нативных и деви-
трифицированных клеток гранулёзы коров при 
их культивировании до 48 часов, что позволя-
ет рекомендовать использование наночастиц 
ВДК в технологии экстракорпорального созре-
вания ооцитов коров (время созревания гамет 
in vitro 24 часа). Увеличение количества жизне-
способных клеток обеспечит их функциональ-
ную активность и необходимую продукцию 
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биологически активных веществ, вовлеченных 
в процессы формирования яйцеклетки. 

Заключение
Совершенствование клеточных репродук-

тивных технологий, базовой технологией кото-
рых является технология экстракорпорального 
созревания ооцитов in vitro, зависит от созда-
ния унифицированных методов культивирова-
ния половых и соматических клеток овариаль-
ных фолликулов, создания систем созревания 
с использованием структурных компонентов 
фолликулов и, прежде всего, гранулёзы. Мо-
дернизация сред культивирования и этапов 
технологии витрификации с использованием 
наночастиц вызывает необходимость оценки 
характера их воздействия на клетки. В насто-
ящем исследовании в результате воздействия 
наночастиц ВДК (концентрация 0,001 %) вы-
явлены эффекты снижения уровня апоптоза 
в нативных и девитрифицированных клетках 
гранулёзы при пролонгированном культивиро-
вании до 48 часов, что свидетельствует о целе-
сообразности их включения в состав криопро-
текторных и культуральных сред.  

Работа выполнена в соответствии с 
темой Министерства образования Россий-
ской Федерации, номер госрегистрации – 
АААА-А18-118021590132-9. 
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Аннотация. В статье рассмотрены основные биологические особенности маисового полоза, классификация, рас-
пространение и условия обитания, питания и размножения данного вида в дикой природе и правила содержания 
(размеры террариума, температурный режим и микроклиматические условия), кормления, разведения в домаш-
них условиях. Подробно описаны окрасы и их классификация, встречающиеся у этих полозов.  Проведен анализ 
наследования окрасов при спаривании пары маисовых полозов в возрасте 3-х лет: самка морфы STRIPE и самец 
морфы AMELANISTIC STRIPE. От данных змей получено 15 потомков (10 самцов и 5 самок) различных окрасов: 
один самец морфы STRIPE CUBE  с генотипом RrBb (het amel poss het anery  amel lavender hypo), один самец и 
три самки морфы AMELANISTIC STRIPE  с генотипом Rrbb (poss het anery lavender hypo), два самца и самка 
морфы AMELANISTIC STRIPE CUBE Rrbb (poss het anery lavender hypo), два самца морфы ANERYTHRISTIC 
STRIPE rrBb (het amel poss het lavender hypo), две самки морфы STRIPE RrBb (het amel poss het lavender hypo), 
два самца и самка морфы SNOW STRIPE rrbb (poss het lavender hypo), что соответствует ожидаемому при мен-
делевском расщеплении.
Summary. The present article reviews basic biological features of corn snakes, classifi cation, distribution and habitat 
conditions, feeding and breeding this species in the wild and content rules (size of terrariums, temperature and 
microclimatic conditions), feeding and breeding at home. Colors which are found in these snakes and their classifi cation 
are described in details. Analysis of color inheritance was performed when the pair of corn snakes at the age of 3 years 
old copulated. Fifteen descendants with different morphs were received from the female with STRIPE morph and the male 
with AMELANISTIC STRIPE morph. There are one male with STRIPE CUBE morph with genotype RrBb   (het amel 
poss het anery  amel lavender hypo), one male and three females with AMELANISTIC STRIPE morph with genotype 
Rrbb (poss het anery lavender hypo), two males and one female with AMELANISTIC STRIPE CUBE morph Rrbb (poss 
het anery lavender hypo), two males with ANERYTHRISTIC STRIPE morhp rrBb (het amel poss het lavender hypo), two 
females with STRIPE morph RrBb (het amel poss het lavender hypo), two males and one female with SNOW STRIPE 
morph rrbb (poss het lavender hypo), which coincide with Mendel Law.

Введение
Маисовый полоз (Pantherophis guttatus)  

относится к классу: Пресмыкающихся 
(Reptilia), отряду: Чешуйчатых (Squamata), 
семейству: Ужеобразных (Colubridae)  под-
семейству: Настоящих ужей (Сolubrinae), 
включающих около 699 видов в 100 родах, 
роду: Pantherophis, виду: Маисовый полоз.  
Он распространен в США от сосновых пу-

стошей штата Нью-Джерси и далее на юго-
запад до штата Луизиана и южной оконеч-
ности Флориды. Большая по численности 
популяция обитает на всей территории Аме-
рики, а также в Мексиканских провинциях 
и на Каймановых островах. Номинативный 
подвид предпочитает сосновые леса на пес-
чаных почвах, вырубках в дубняке, отмечен 
в гористой местности до 1850 м над уров-
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нем моря. Этот подвид крупнее других и, 
для взрослых особей характерным является 
полудревесный образ жизни. Змеи данного 
вида относятся к ночным животным, предпо-
читая скрытный образ жизни [2].

Длина особей может достигать 1,2–1,5 ме-
тров. Самцы вырастают несколько меньше 
самок. 

Рацион змей состоит из мелких грызунов, 
таких как мыши и крысы, однако, также они 
могут питаться мелкими птицами и их яйцами 
и летучими мышами. Спариваются полозы в 
природе с марта по май. Весной самка откла-
дывает от 3-х до 28 продолговатых яиц, летом 
появляется вторая кладка. Вылупление проис-
ходит с июля по сентябрь. Молодняк дости-
гает в длину 233–380 мм с массой 5,04–6,1 г. 
Половозрелыми особи становятся в возрасте 
от полутора до трех лет. Активный рост у змей 
длится до 3-х лет, змеи, обитающие в неволе, 
зачастую меньше диких особей (таблица 1).

В неволе маисовые полозы являются од-
ними из наиболее распространенных видов 
змей. Основными преимуществами для со-
держания в неволе является их небольшой 
размер, легкость в уходе, отсутствие яда, 
спокойное поведение и очень разнообразная 
окраска. В неволе «крысиные» полозы живут 
от 10 до 20 лет и более. Взрослые особи со-
держатся в террариумах 70–80 литров с про-
точной вентиляцией, минимальный размер 
террариума 60х40х40 см без учета высоты 
светильника, в то время как более молодые 
полозы живут в меньших по объему серпен-
тариях для избежания стресса, который воз-
никает при длительных поисках укрытия 
и пищи. Молодые маисы питаются раз в 5–6 
дней, по мере взросления периоды между 
кормлениями увеличивают до 10–14 дней, 
как для взрослых особей. Обязательным ус-
ловием содержания является поддержание 
определенных температур. Оптимальной 
является t+28oC в среднем для теплого угла 

Таблица 1

Средние показатели роста и веса маисовых полозов [4]
1 день 1 мес. 6 мес. 1 год 2 года 3 года более 3 лет
3-5 г 5-10 г 15-25 г 65-80 г 150-200 г 260-350 г 350-520 г

20-27 см 27-35 см 45-50 см 70-75 см 90-110 см 110-120см 115-150 см

террариума и до +(23–24)oC в холодном. Об-
щий температурный фон желателен днем 
+25oC, ночью +(22–24)oC. В террариуме 
необходимо наличие кюветы с водой, а так-
же одно-два укрытия произвольной формы. 
Следует поддерживать также достаточную 
влажность в террариуме (70–80 %), особен-
но во время линьки. Линька при нормаль-
ных условиях длится 6–9 дней, из которых 
половину времени занимает вход в линьку, 
ожидание линьки еще половину, сама линька 
происходит в течение 30 минут [2].

Репродуктивный возраст для самок со-
ставляет 3 года, для самцов 2 года. Перед 
спариванием обе особи «зимуются» преиму-
щественно в январе-феврале, иногда позже. 
Зимуют змеи в тесных боксах 8–10 недель 
с постепенным уменьшением температуры 
до +(10–12)оС. Спаривают полозов в марте-
апреле, при этом самку подсаживают к сам-
цу. Развитие яйцеклеток длится 36–38 дней 
в среднем, после чего самка откладывает от 
4 до 24 яиц в зависимости от возраста змеи 
и ее морфы. Далее яйца помещаются в инку-
батор на 60–65 дней, который заполнен спе-
циальным субстратом вермикулитом, в нем 
поддерживается температура +(27–29)оС и 
влажность 75–85 %. При нарушении темпе-
ратурного режима эмбрион может развиться 
с различными нарушениями [2].

Окрас маисовых полозов варьирует в за-
висимости от территории обитания (локали-
тета)в дикой природе. Основными локали-
тетами являются: Carolina (Normal, Classic) 
соответственно-природная окраска, Alabama, 
Keys (природный гипомеланист, остров-
ная форма, ранее относившаяся к подвиду 
rosacea), Miami и Okeeteе. Все дикие окрасы 
представляют собой оранжевую окраску с 
чёрными полосами, окружающими красные 
пятна, с разным соотношением цветов фона 
и пятен. Брюшная сторона тела имеет сетча-
тый бело-чёрный рисунок [3].
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Основные морфы маисового полоза [3,4]:
Доминантные:
• Buf – окрас взрослой особи варьирует 

от желто-коричневого до шоколадно-корич-
невого, цвет глаз светлее, чем у Normal, фон 
светлее седел.

• Masque – ген, влияющий на паттерн и 
распределение пигмента, приводит к частич-
ному редуцированию головного рисунка, раз-
двигает шашки на брюшной стороне тела и 
образует полосу без шашек по всему брюху.

• Tessera – ген, влияющий на паттерн. 
Создает полосатый спинной рисунок и сло-
манный (тесселированный) боковой узор. 
Шашки могут быть как классическими, так 
и сбитыми, или отсутствовать вовсе. Полосы 
шире, чем у Stripe, тессера не имеет гипоэф-
фекта.

• Toffee – окрас взрослой особи варьирует 
от коричневого до шоколадного цвета. Цвет 
глаз желто-коричневый. Границы седла раз-
мыты из-за насыщенной окраски фона.

Неполные доминантные:
• Palmetto – сложный по проявлению ген, 

блокирующий пигментное проявление на че-
шуе, оставляя хаотичные единичные «окош-
ки» с пигментом, в которых он распределен 
неравномерно. В гетерозиготном состоянии 
проявляется как легкое специфичное освет-
ление фона.

Рецессивные:
• Amelanistic (Amel, Albino) – ген, блоки-

рующий образование меланина, змея имеет 
окрас различных оттенков красного и желто-
го, красные (альбиносные) глаза, шашки по-
падаются редко.

• Anerythristic (Anery, Anerytype A) – ген, 
блокирующий эритрин, за счет чего змея 
имеет черно-коричневую окраску. Желтый 
пигмент в первой трети туловища, радужка 
светло-серая, шашки темно-коричневые.

• Caramel – ген гипоэритристик, понижа-
ющий количество красного пигмента и остав-
ляет желтый. Серо-желтая основная окраска с 
карамельными седловыми пятнами.

• Charcoal (Anery B) – анеристикс более 
выраженным анеритризмом, блокирующим 
почти полностью желтый пигмент. Черно-
серые седла на сером фоне, более темные 
глаза.

• Cinder (Ashy, Z, Anery C) – псевдоане-
ристик, перераспределяющий пигмент ги-
поэритристик. Основной фон серый, седла 
кирпичные. 

• У гетерозигот слегка высветленный фон, 
увеличенное количество седел, создает эф-
фект потертости краев. Змеи этой морфы ча-
сто имеют более утонченные черты и часто 
треугольное сечение тела.

• Diffused – ген, редуцирующий боковую 
структуру паттерна, размытый боковой рису-
нок и выравненный цвет седла и фона, «уби-
рает» шашки с брюшной части тела. Усили-
вается влиянием гена Masque. 

• Dilute – слабовыраженная разновид-
ность гипомеланизма. Перераспределение 
пигмента приводит к эффекту легкой линьки, 
особенно выраженной у анериморф.

• Hypomelanistic – полиморфный ген, 
имеющий ряд аллельных вариаций, снижаю-
щих количество меланина.

• -hypomelanist – обычное снижение ко-
личества меланина. Доминируют оранжево-
красные цвета.

• -christmas – гипомеланист с более вы-
раженным красным цветом. Гипомеланизм 
канта более выражен (зеленовато-коричне-
вый).

• -strawberry – кодоминантный кHypome-
lanistic ген. Дает более красный окрас, чем 
гипомеланист.

• Kastanie (Chestnut) – полиморфный по-
лиаллельный ген гипоэритрического типа                          
(из Florida-Keys).

• -kastanie – оранжево-коричневые седла 
и аналогичный основной цвет.

• -sunrise – оранжево-красные цвета.
• -orangethings – ярко-оранжевые цвета.
• Lava (Hypo C) – гипомеланист. Яркие 

красно-оранжевые цвета и сильно гипоме-
лованная окантовка седла, характерные для 
морфы Okeetee седла.

• Lavender – сложный по проявлению ген. 
Цвет глаз: рубиновый, цвет фона серебристо-
серый, желтый пигмент редуцирован. Поли-
морфен: цветовая вариация от темно-серого 
и коричневого до серого с персиково-фиоле-
товыми тонами.

• Microscale – ген, уменьшающий размер 
чешуи.
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• Motley Striped – полиморфный рецес-

сивный ген, изменяющий структуру седел, 
брюшная сторона тела без «шашек», имеет 
гипоэффект.

• -motley – кодоминантный к striped ген, 
удлиняет и иногда соединяет седла.

• -striped – изменяет паттерн седла в ли-
нии/полоски, вплоть до его исчезновения.

• Scaleless – ген, убирающий чешую пол-
ностью или частично (оставляя на брюшной 
стороне тела).

• Sunkissed (Hypo B) – яркий гипомеланист, 
происходящий из морфы Okeetee. Имеет окит-
ные седла. Преобладают желто-оранжевые цве-
та. Уникально влияет на другие морфы: в motley 
отсутствуют «связанные» седла, седла умень-
шены, овальной формы, в striped седла вытяну-
той овальной формы, на брюшной части тела 
могут располагаться шашки. При сочетании ге-
нов Cinder и Sunkissed паттерн разбит на мелкие 
черточки, а Tessera с Sunkissed делает проявле-
ние гена Tessera не таким упорядоченным.

• Terrazzo – создает полосатый (сломанный) 
узор, чередование полос может перейти в хао-
тичный рисунок, на брюшной части тела нет 
шашек. Истоки морфы – Florida-Keys.

Uitra – ген гипомеланизма гибридного про-
исхождения, кодоминантный к Амел [3, 4].

Дикий тип или генотип нормального ма-
исового полоза может быть представлен как 
“R-B-”. R обуславливает красную окраску, 
и B – черную. Маисовые полозы, у кото-
рых отсутствует черный пигмент (bb) – это 
амеланисты (amelanistic). Когда отсутствует 
красный (rr) – анеретристы (anerythristic). 
И с отсутствием пигмента – называются сноу 
(snow) – генотип rrbb [6].

Материал и методы
Материалом для исследования послужи-

ли самка и самец маисового полоза, а также 
15 их потомков. Исследование проводилось 
с 2015 года. 

Цели данного исследования:
1. изучение биологических особенностей 

маисовых полозов, требований к их содержа-
нию в неволе;

2. изучение окрасов, характерных для ма-
исовых полозов, их вариации и типы насле-

дования, а также некоторых морфологиче-
ских особенностей (наличие чешуи).

3. получение потомства с разнообразными 
окрасами, в том числе с яркой выраженной 
морфой amelanistic.

4. оценка расщепления фенотипов у по-
томства при дигибридном скрещивании.

Основными методами были: 1) гибридо-
логический анализ, который включал отбор 
и подбор пары, оценку фенотипа и генотипа 
изучаемых особей и расщепление фенотипов 
при дигибридном скрещивании; 2) клиниче-
ский анализ, включавший осмотр животных, 
оценку поведения (активность, половое по-
ведение, аппетит, моменты «вылупления» 
змей из яиц и др.) и фотосъемка.

Результаты и обсуждение
Для исследования была выбрана пара 

маисовых полозов в возрасте 3 года. Самка 
морфы Stripe het Anerythristic, Amelanistic, 
Lavender, Hypo (рис. 1) и самец морфы 
Amelanistic Stripe het anerythristic (рис. 2). 

Перед спариванием была проведена «зимов-
ка» длительностью около двух месяцев. В это 
время змеи содержались в тесных боксах с плав-
ным понижением температуры до +16о С. После 
было проведено ссаживание на 2 недели. Полозы 
спаривались неоднократно, поэтому точную дату 
спаривания отследить не удалось. Период разви-
тия яйцеклеток длился ориентировочно 35 дней. 
В это время самка потребляла больше корма, чем 
обычно. Перед кладкой яиц произошла линька 
(18.04.2018). Для самки было характерно доста-
точно беспокойное поведение. Перед кладкой 
было приготовлено гнездо. Кладка произошла 
20.04.2018, и яйца сразу были помещены в ин-
кубатор. Несмотря на первую кладку – у самки 
было 16 яиц, что считается достаточно большим 
количеством. Инкубировались яйца при темпера-
туре + (27–27,5)о С 64 дня. Выход кладки начался 
24.06.2018 и продолжался в течение недели. 

Целью спаривания данной пары было по-
лучение ярких змей морфы Amelanistic. Так 
как у самки был дикий тип окраса (Normal), 
то ее генотип должен иметь две доминантные 
аллели (R-B-). Генотип самки RrBb – дигете-
розигота, т.к. в потомстве были получены осо-
би с морфами SNOW, а самца Rrbb, т. к. он 
был Amelanistic. 
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Рис. 1. Фото. Самка морфы Stripe het Anerythristic, 
Amelanistic, Lavender, Hypo

Рис.3. Фото. Самка морфы Amelanistic stripe cube

Рис. 5. Фото. Самец морфы Snow stripe

Рис. 2. Фото. Самец морфы Amelanistic Stripe het 
Anerythristic

Рис. 4. Фото. Самка морфы Stripe

Рис. 6. Фото. Cамка морфы Amelanistic stripe
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В результате скрещивания должно по-

явиться потомство следующих морф: Normal 
(RrBb), Anery (rrBb), Amel (Rrbb), Snow 
(rrbb). Также все потомство должно иметь из-
мененный паттерн Stripe. В итоге появилось 
15 змей (один эмбрион погиб), из которых:

Две самки морфы STRIPE с генотипом RrBb 
(het amel posshet aneryamella vender hypo).

Один самец морфы STRIPE CUBE с ге-
нотипом RrBb (het amel poss het anery  amel 
lavender hypo).

Один самец и три самки морфы 
AMELANISTIC STRIPE с генотипом Rrbb 
(poss het anery lavender hypo) (рис. 6). 

Два самца и самка морфы AMELANISTIC 
STRIPE CUBE Rrbb (poss het anery lavender 
hypo) (рис. 3).  

Две самки морфы STRIPE RrBb (het amel 
posshet anery amel lavender hypo) (рис. 4).

Два самца морфы ANERYTHRISTIC 
STRIPE rrBb (het amel poss het lavender hypo).

Два самца и самка морфы SNOW STRIPE 
rrbb (poss het lavender hypo) (рис. 5).

Поскольку ген  Motley Striped, рецессивный 
полиморфный, то предположить варианты ал-
лелей в генотипе отдельной особи достаточно 
сложно. Однако по полученному потомству 
отчетливо прослеживается доминирование 
паттерна STRIPE CUBE – селекционно закре-
пленной вариации STRIPE, при которой от го-
ловы змеи идут характерные полосы, которые 
во второй половине тела переходят в квадра-
ты, напоминающие седла, также был полу-
чен вариант морфы AMELANISTIC STRIPE 
CUBE, включающий эти два гена: основного 
окраса AMEL и паттерна STRIPE CUBE.

Заключение
В результате правильного подбора роди-

тельской пары маисовых полозов, с учетом их 
генотипа, получены различные и ожидаемые 
по окрасу змеи, с шестью вариантами морф 
– STRIPE CUBE, AMELANISTIC STRIPE, 
AMELANISTIC STRIPE CUBE, STRIPE, 
ANERYTHRISTIC STRIPE, SNOW STRIPE, 
в том числе с морфой AMELANISTIC. Таким 
образом, несмотря на большое разнообразие 
окрасов у данного вида полозов, наследова-
ние их подчиняется законам Менделя, и это 
можно прогнозировать, зная правила наследо-
вания и соблюдая требования отбора и подбо-
ра пар животных.

Итогом данной работы стало разведение 
маисовых полозов с желаемыми окрасами – 
морфами. Потомство, благодаря созданию оптималь-
ных условий содержания и инкубации яиц, получи-
лось здоровым и правильно сформировавшимся.
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Объективная проверка слуха у животных. BAER тест
С 2018 года ЧОУ ДПО "Институт Ветеринарной Биологии" проводит обучающий курс по объективной про-

верке слуха у животных, проведению BAER-теста у собак, кошек и других видов животных. Курс включает 
в себя теоретическую и практическую программы. В теоретической части занятий, слушатели знакомятся с 
теорией процесса регистрации вызванных слуховых потенциалов и основами нейрофизиологии. За время прак-
тических занятий каждый курсант обучается самостоятельно проводить осмотр животного перед проведением 
BAER теста, проверять племенные документы (для выписки сертификата допуска в разведение) непосредствен-
но выполнять BAER тест, фиксировать данные тестирования, интерпретировать данные тестирования, выписы-
вать экспертное заключение о результатах BAER теста. По окончании курсов слушатели, прошедшие итоговое 
испытание, получают СЕРТИФИКАТ СПЕЦИАЛИСТА по проведению BAER теста.

Курс рассчитан на практикующих ветеринарных врачей. На курсах организована продажа книг по ветерина-
рии. Вы можете забронировать интересующие вас издания через форму на сайте, а оплатить и получить заказ 
в первый день занятий. Место проведения: Санкт-Петербург, ул. Ораниенбаумская, д. 3, лит. Б, ЧОУ ДПО "Ин-
ститут Ветеринарной Биологии" (схема проезда)

Предварительная регистрация обязательна! Для регитсрации на данный курс необходимо прислать заявку в 
свободной форме на адрес E-mail: virclin@mail.ru
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Аннотация. Цель работы заключалась в оценке влияния дрожжевых добавок Candida maltosa ВСБ-829 и 
Candida maltosa Тм-12 на показатели иммунного статуса сельскохозяйственных животных. Дрожжевую 
биомассу получали с использованием метода культивирования микроорганизмов в биоферментере «BioFlo 
115» по отработанной нами технологии с последующим центрифугированием и высушиванием в лиофили-
заторе FreeZone 2.5. Полученную биомассу добавляли в рацион питания опытных животных в количестве 
1,5 % цыплятам-бройлерам (кросс Арбор Айкерс) и 2,0 % телятам. Оценку влияния дрожжевых добавок 
на показатели иммунитета проводили на основе определения общего содержания иммуноглобулинов в 
сыворотке крови по методу Бредфорда и с использованием электрофореза по Лэммли. Титры антител опре-
деляли методом иммуноферментного анализа. Было показано, что кормовые добавки на основе дрожжей 
Candida maltosa положительно влияют на иммунный статус цыплят-бройлеров и телят. Во всех опытных 
группах наблюдается увеличение содержания иммуноглобулинов в сыворотке крови. Выявлено при ис-
пользовании дрожжевой добавки увеличение титра антител у вакцинированных цыплят против вирусов 
Ньюкаслской болезни и инфекционного бронхита кур. 
Summary. The study is intended to assess the influence of the yeast additives Candida maltosa VSB-829 and 
Candida maltosa Tm-12 on the immune status parameters of farm animals. The yeast biomass was generated 
using a method of cultivation of microorganisms in the “BioFlo 115” biofermentor according to the technology 
developed by us, followed by centrifugation and drying out in the “FreeZone 2.5” lyophilizer. The obtained 
biomass was added to the diet of the test animals in the amount of 1.5 % of the total feed volume for broiler 
chickens (cross Arbor Ikers) and 2.0 % of the total feed volume for calves. The impact of the yeast supplements 
on the parameters of immunity was assessed with measuring the total content of immunoglobulins in the blood 
serum by the Bradford method and using Laemmli electrophoresis method. Antibody titers were measured 
with enzyme-immunoassay (ELISA method). The study revealed the positive effect of the Candida maltosa 
based yeast additives on the immune status of broiler chickens and calves. An increase in the content of 
immunoglobulins in the blood serum was observed in all experimental groups. An increase in antibody titer 
against viruses of Newcastle disease and avian infectious bronchitis was detected in vaccinated chickens when 
using the yeast additives.
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Введение
В настоящее время активное развитие 

сельского хозяйства во многом связано с 
использованием современных наукоемких 
технологий. Одним из таких направлений 
является биотехнологическое производство. 
С помощью методов биотехнологии можно 
решить проблему сбалансированного пита-
ния и иммунологической резистентности 
животных. Основываясь на этом подходе, 
актуальными остаются исследования влия-
ния микробных добавок на продуктивность 
и устойчивость животных [1].

Помимо источников биологически актив-
ных веществ (белков, аминокислот, витами-
нов и др.) микроорганизмы могут выступать 
в роли пробиотических препаратов [2, 6]. 

В настоящее время пробиотики нашли 
свое применение в качестве иммуностиму-
лирующих препаратов. Объясняется это тем, 
что пробиотики обладают способностью 
стимулировать лимфатическую систему ки-
шечника. Стимуляция последней приводит 
к активации мукозного иммунитета за счет 
усиления активности клеток неспецифиче-
ского иммунитета и синтеза иммуноглобу-
линов [3, 4, 5]. Пробиотики обеспечивают 
также более полное усвоение кормов за счет 
синтеза экзогенных ферментов. 

В последнее время в животноводстве 
большое внимание уделяется изучению роли 
пробиотиков на основе бактерий, тогда как 
роль дрожжей как возможных пробиотиче-
ских препаратов остается недостаточно из-
ученной, что делает исследования в этом на-
правлении актуальными.

Цель исследований. Целью настоящей ра-
боты явилось изучение влияния дрожжевой 
добавки Candida maltosa на показатели им-
мунитета цыплят-бройлеров и телят.

Материалы и методы 
Исследование проводили на базе лабо-

ратории биотехнологии и генодиагностики 
Тюменского государственного университета 
в 2015–2017 гг.

В работе использовали дрожжевые до-
бавки на основе двух штаммов дрож-
жей Candida maltosa ВСБ-829 (по ВКПМ 
Y-2043) и Candida maltosa Тм-12 (по ВКПМ 

Y-612), которые были приобретены во 
ВКПМ ФГУП «ГосНИИгенетика». Био-
массу дрожжей получали культивировани-
ем в жидких питательных средах с уров-
нем рН 6,5, содержащих 1 % пептона, 2 % 
D-глюкозы и 0,5 % дрожжевого экстракта. 
Условия культивирования микроорганиз-
мов были определены в ходе эксперимен-
тальных работ по подбору оптимального 
состава питательной среды (путем испыта-
ния 8 вариантов сред) и выбора оптималь-
ного уровня рН среды. После предвари-
тельного автоклавирования и добавления 
антибиотика хлорамфеникола в питатель-
ную среду,  проводили пересев колоний 
дрожжей из чашек Петри. 

Препаративные количества дрожжевой 
добавки получали в биоферментере методом 
прерывистого культивирования. Наработан-
ную клеточную суспензию концентрировали 
методом последовательного центрифугиро-
вания при 2000 g в течение 5 мин. Осажден-
ную биомассу высушивали в лиофилизаторе 
FreeZone 2.5 (фирмы «Labconco»). Испыта-
ния полученных кормовых добавок прово-
дили на цыплятах-бройлерах (кросс Арбор 
Айкерс) и телятах. 

Исследование  на цыплятах-бройлерах 
проводилось в лаборатории Центра биотех-
нологии и генодиагностики. При этом были 
сформированы группы опытных цыплят-
бройлеров и контрольная  группа, в возрасте 
14 суток. Кормление цыплят с включением 
дрожжевой добавки в количестве 1,5 % от 
общего объема стандартного суточного ра-
циона проводили в течение 40 суток. В корм 
контрольной группы дрожжевая добавка не 
включалась. 

На 20-ые сутки кормления проводили 
вакцинирование 50 % цыплят-бройлеров 
из каждой группы инактивированной ком-
плексной вакциной «АВИВАК», которая 
содержала в себе антигены Ньюкаслской 
болезни (НБ), инфекционного бронхита 
кур (ИБК), реовирусной инфекции (РЕО) и 
инфекционной бурсальной болезни (ИББ). 
Невакцинированные цыплята служили до-
полнительным контролем. В конце опыта 
проводили взятие сыворотки крови у испы-
туемых цыплят.
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Параллельно проводилось испытание 

кормовых добавок на телятах. Кормление 
телят дрожжевыми добавками проводилось 
в ЗАО «Агрофирма Луговская». При этом 
были сформированы 3 группы испытуе-
мых животных: две опытные группы, полу-
чавшие дрожжевую добавку (в количестве 
2 % от общего объема суточного рациона) 
Candida maltosa ВСБ-829 (группа ВСБ-829) 
и Candida maltosa Тм-12 (группа Тм-12), 
и одна контрольная группа, не получавшая 
в составе корма дрожжевую добавку. Каждая 
группа включала по 10 животных. Общий 
период кормления составил 50 суток. Взя-
тие биологического материала (сыворотки 
крови) осуществлялось 4 раза: 1-ое взятие 
до начала кормления с дрожжевой добавкой 
(1 сутки), 2-ое взятие после 10 суток корм-
ления с дрожжевой добавкой, 3-ье взятие – 
через 30 суток после кормления с дрожжевой 
добавкой и 4-ое взятие – через 50 суток по-
сле кормления с дрожжевой добавкой. 

Иммуноферментный анализ сыворотки 
крови цыплят-бройлеров проводили по стан-
дартной методике,  включавшей в себя сле-
дующие этапы: инкубацию с использовани-
ем планшетного термошейкера «PST-60HL» 
(BioSan); промывку на планшетном вошере 
«WellWash4MK» (Thermo Fisher Scientifi c) и 
измерение оптической плотности на план-
шетном спектрофотометре «Multiskan FC» 
(Thermo Fisher Scientifi c). В анализе исполь-
зовали набор фирмы ООО «НПП АВИВАК» 
для выявления антител к вирусам инфекци-
онного бронхита кур (IBV), инфекционной 
бурсальной болезни птиц (IBDV), реовируса 
птиц (ARV), Ньюкаслской болезни (NDV). 
Постановку анализа проводили в соответ-
ствии с инструкцией набора «АВИВАК» для 
проведения ИФА. В качестве контроля ис-
пользовали сыворотку крови кур с антитела-
ми к исследуемым антигенам (положитель-
ный) и сыворотку крови, не содержащую 
антитела (отрицательный). 

Количественный  анализ  иммуноглобу-
линов в крови цыплят-бройлеров и телят 
проводили по методу Бредфорда. Для этого 
предварительно осаждали иммуноглобули-
ны с использованием насыщенного раство-
ра сульфата аммония. Концентрацию опре-

деляли на спектрофотометре «Eppendorf 
Biospectrometr» [7].

Электрофорез иммуноглобулинов прово-
дили на основе метода ДСН-электрофореза 
по Лэммли [10]. Для визуализации иммуно-
глобулинов в геле их окрашивали серебром.

Полученные результаты были статистиче-
ски обработаны с помощью прикладных про-
грамм «Microsoft Offi ce Excel» и «Statistica».

Результаты исследований 
Кормление сформированных групп цы-

плят осуществляли в течение 40 дней. В 
рацион питания опытных групп цыплят до-
бавляли 1,5 % микробной добавки (Тм-12 и 
ВСБ-829 соответственно). После окончания 
кормления отбирали сыворотку крови для 
проведения иммунологических анализов.

Определение титров антител методом 
ИФА позволило выявить влияние дрожже-
вой добавки на иммунитет цыплят. У вакци-
нированных цыплят, получавших с кормом 
дрожжевую добавку, усиливается иммунный 
ответ против вируса Ньюкаслской болезни 
(NDV) и инфекционного бронхита кур (IBV). 
Против остальных вирусов титры антител в 
опытных группах вакцинированных цыплят, 
получавших кормовую добавку, были на 
уровне показателей в контрольных группах 
(табл. 1).

Полученные данные по количественному 
определению содержания иммуноглобули-
нов свидетельствуют об увеличении кон-
центрации иммуноглобулинов в сыворотке 
крови подопытных животных в сравнении с 
контролем на 60 % (табл. 2).

О повышении иммуноглобулинов у цы-
плят, употреблявших с кормом Candida 
maltosa ВСБ-829 и Тм-12, свидетельству-
ют и результаты анализа электрофореграмм 
(рис. 1). Сопоставление с белковым марке-
ром показало, что увеличивается доля имму-
ноглобулинов с молекулярной массой 70 kDа 
и более 20 kDа, в сравнении с контролем.

Полученные результаты по количествен-
ному анализу концентрации иммуноглобули-
нов у телят свидетельствуют о достоверном 
увеличении концентрации иммуноглобули-
нов у животных, получавших дрожжевую 
добавку в составе корма, в сравнении с кон-
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Таблица 1

Титры специфических антител у цыплят-бройлеров

Таблица 2

Концентрация иммуноглобулинов у разных групп цыплят

Таблица 3

Концентрация иммуноглобулинов у разных групп телят

Группы
Титр антител (средний показатель)

Вирус
NDV IBV IBDV ARV

Пороговые значения титров
>1528 >765 >1677 >1899

Невакцинированные цыплята
ВСБ-829 1:291 1:177 – 1:145
Тм-12 1:150 1:223 1:7 1:124
Контроль 1:230 1:14 – 1:71

Вакцинированные цыплята
ВСБ-829 1:2298 * 1:846 * 1:23 1:387
Тм-12 1:3470 * 1:1119 * 1:25 1:232
Контроль 1:954 1:469 1:22 1:131

Контроли ИФА
Положительный 1:6620 1:9941 1:1179 1:13659
Отрицательный – – – –

Примечание: * – различия достоверны между контролем и опытными вариантами при р < 0,01.

Примечание: * – различия достоверны между контролем и опытными вариантами при р < 0,01.

Примечание: 
* – различия достоверны в группе телят, употреблявших ВСБ-829 между 30 сутками кормления и 1 сутками, 
а также между 50 сутками и 1 сутками при р < 0,05;
** – различия достоверны в группе телят, употреблявших Тм-12 между 10 сутками кормления и 1 сутками, 
а также между 30 сутками и 1 сутками при р < 0,05;
*** – различия достоверны в группе телят, употреблявших Тм-12 между 50 сутками кормления и 1 сутками 
при р < 0,01.

Группы цыплят-бройлеров
Контроль ВСБ-829 Тм-12

Средняя концентрация им-
муноглобулинов (μг/мл) 544±25 881±62* 890±53*

Группы телят
Средняя концентрация иммуноглобулинов (μг/мл)

1 сутки (до кормле-
ния)

10 суток кормления 
добавкой

30 суток кормления 
добавкой

50 суток кормления 
добавкой

Контроль 666±20 666±70 613±82 632±43
ВСБ-829 628±60 592±81 680±131 * 730±61 *
Тм-12 403±100 520±110 ** 654±94 ** 761±75 ***
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тролем (табл. 3). Отмечено, что увеличение 
концентрации иммуноглобулинов с увели-
чением возраста наиболее отчетливо про-
является в  группе телят, в рационе питания 
которых присутствовала кормовая добавка 
Candida maltosa Тм-12.

Анализ фракций иммуноглобулинов на 
электрофореграммах у телят не выявил су-
щественных различий между группами 
(рис. 2). Возможно, все изменения происхо-
дят на уровне минорных фракций, которые 
обычным методом ДСН-электрофореза по 
Лэммли визуализировать не удалось.

Таким образом, использование дрожжевой 
добавки Candida maltosa в рационе питания 
цыплят-бройлеров и телят положительно от-
разилась на иммунологических показателях 
животных.

Обсуждение результатов
Полученные данные о положительном 

влиянии микробного белка на рост живот-
ных, согласуются с результатами, получен-
ными другими исследователями [8, 9].

Положительное влияние дрожжевой до-
бавки на иммунитет подопытных животных 
можно объяснить стимулирующим эффек-
том компонентов добавки. Используемые 
в работе кормовые добавки представляют 
собой гомогенный продукт штаммов дрож-
жей Candida maltosa ВСБ-829 и Тм-12, обо-
гащенный продуктами жизнедеятельности 
последних (микроэлементами, белками, ви-
таминами и др.). Немаловажное значение 
играют живые клетки, находящиеся в дрож-

жевой добавке. Микроорганизмы, достиг-
шие кишечника вместе с кормами, начинают 
активно контактировать с рецепторами лим-
фоидных тканей, тем самым вызывая акти-
вацию иммунной системы. Также попадая в 
кишечник, дрожжи участвуют в процессах 
нейтрализации токсических веществ. 

Заключение
Результаты  работы по испытанию дрож-

жевых добавок Сandida maltosa ВСБ-829 и 
Candida maltosa Тм-12 позволили выявить 
влияние этих добавок на показатели имму-
нитета испытуемых животных.

Использование дрожжевой добавки в 
корм-лении цыплят-бройлеров повышает 
титр антител против возбудителей Ньюкасл-
ской болезни (NDV) и инфекционного брон-
хита кур (IBV). Выявлено увеличение общего 
содержания иммуноглобулинов при исполь-
зовании кормовых добавок Candida mal-
tosa ВСБ-829 и Candida maltosa Тм-12.

Таким образом, проведенные испытания 
позволили получить данные о положительном 
влиянии кормовых добавок Сandida maltosa 
ВСБ-829 и Тм-12 на иммунитет животных. 
Этот результат свидетельствует о перспектив-
ности продолжения исследований в этом на-
правлении.
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Аннотация. В статье представлены результаты изучения состава лейкоцитов периферической крови и имму-
нокомпетентных органов ангелинской краснухоустойчивой породы карпа в конце нагульного периода. Уста-
новлено, что периферическая кровь и органы кроветворения краснухоустойчивой породы отличались долей 
содержания лимфоцитов, моноцитов, нейтрофилов, бластных форм клеток и интенсивностью лейкопоэза от 
карпов других изученных селекционных групп. Большее число достоверных отличий установлено между крас-
нухоустойчивыми и чешуйчатыми карпами. Отмечены сезонные изменения лейкоцитарной формулы у иссле-
дованных рыб. Количество лимфоцитов в лейкограммах периферической крови у всех групп исследованных 
карпов снизилось, а в кроветворных органах возросло по сравнению с весенними показателями. Наибольшие 
изменения в лейкограммах и интенсивности лейкопоэза разных сезонов отмечены у краснухоустойчивых кар-
пов. Полученные данные представляются весьма важными для понимания направления морфофизиологиче-
ских перестроек клеточного состава лейкоцитов при селекции рыб, обладающих невосприимчивостью к ин-
фекционным заболеваниям.
Summary. The article presents the results of a study of the composition of peripheral blood leukocytes and immunocompetent 
organs of angelic rubel resistant breed of carp at the end of the feeding period. It was found that peripheral blood and 
hematopoietic organs of the rubella-resistant breed differed in terms of the content of lymphocytes, monocytes, neutrophils, 
blast cell forms and the intensity of leukopoiesis from the carps of other studied breeding groups. A greater number of 
signifi cant differences are found between rubel-resistant and scaly carp. Seasonal changes in leukocyte formula in the 
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studied fi sh were noted. The number of lymphocytes in the peripheral blood leukograms of all groups of carps studied 
decreased, and increased in the blood-forming organs as compared with the spring indicators. The greatest changes in 
leukograms and the intensity of leukopoiesis of different seasons were observed in red-resistant carps. The data obtained 
are very important for understanding the direction of the morphophysiological rearrangements of the cellular composition 
of leukocytes in the selection of fi sh that are immune to infectious diseases.

ИММУНОЛОГИЯ

Введение
Одной из основных проблем рыбовод-

ства, наносящей большой ущерб карповод-
ству за счет гибели рыб и больших затрат на 
оздоровление хозяйства до сих пор остается 
краснуха – полиэтиологическое заболева-
ние, вызываемое различными возбудите-
лями [1, 9]. Лечение краснухи малоэффек-
тивно, поэтому одно из решений проблемы 
– селекция на иммунную устойчивость к 
возбудителям заболевания. В России выве-
дена ангелинская краснухоустойчивая поро-
да карпа [5]. Исследование этой породы по-
зволит понять механизмы, обеспечивающие 
невосприимчивость рыб к инфекционным 
заболеваниям и получить данные, которые 
могут быть использованы в селекционных 
программах по созданию резистентных по-
род в аквакультуре.

Система крови выполняет как специфи-
ческую, так и неспецифическую защиту ор-
ганизма. Особый интерес представляет из-
учение клеток белой крови, т. к. количество, 
структура и соотношение лейкоцитов тес-
нейшим образом связаны с функциональным 
состоянием рыб [2, 3, 4, 7]. Ранее авторами 
были установлены достоверные отличия 
в лейкоцитарных формулах перифериче-
ской крови и органов кроветворения крас-
нухоустойчивых и восприимчивых карпов 
в преднерестовый период [11], однако для 
получения более детальной информации не-
обходимо изучение лейкоцитарной формулы 
в различные периоды рыбоводного сезона.

Цель работы: изучение состава лейкоци-
тов периферической крови и иммунокомпе-
тентных органов краснухоустойчивых кар-
пов в конце нагульного периода.

Материалы и методы
Исследования проводили в конце сентяб-

ря – начале октября 2018 г. на трёхлетках кар-
пов. Материал отбирали у 6 особей ангелин-
ской чешуйчатой краснухоустойчивой поро-
ды, содержавшихся на экспериментальной 

прудовой базе «Сунога» ИБВВ им. И. Д. Па-
панина РАН Ярославской обл. Для сравне-
ния использовали карпов из рыбоводного 
хозяйства «Киря» Чувашской республики. 
Пробы отбирали от 8 экземпляров чешуйча-
тых и 8 зеркальных карпов, восприимчивых 
к возбудителям краснухи. У исследуемых 
рыб проводили отбор периферической крови 
и тканей органов (селезёнка и головная почка). 
Кровь отбирали из хвостовой вены. Каплю 
крови наносили на обезжиренное предмет-
ное стекло, делали мазок. Мазки-отпечатки 
головной почки и селезёнки делали со среза 
исследуемого органа. После этого препараты 
высушивали и фиксировали в 96% этаноле 
30 мин. Подсохшие мазки и мазки-отпечатки 
окрашивали по Романовскому-Гимза. Пре-
параты просматривали под световым микро-
скопом «Биомед-6ПР1-ФК» (×360), анализи-
руя на каждом мазке 200 клеток белой крови. 
Лейкоциты идентифицировали согласно клас-
сификации Н. Т. Ивановой (1983).

Для определения индекса обилия лейко-
цитов, или частоты встречаемости клеток 
белой крови, в мазке просматривали 100 по-
лей зрения на различных участках препарата 
при увеличении 400x. В каждом поле зрения 
подсчитывали количество встреченных лей-
коцитов, полученные данные суммировали 
и делили на 100, получая среднее число в од-
ном поле зрения [8].

Статистическую обработку результатов 
исследования проводили по стандартным ал-
горитмам, реализованным в пакете программ 
Statistica v6.0, с использованием t-теста. Раз-
личия считали значимыми при p ≤ 0.05.

Результаты исследований
В лейкоцитарных формулах перифериче-

ской крови и иммунокомпетентных органов 
карпов выявлены характерные для данно-
го вида клетки [4]: лимфоциты, моноциты 
(в органах их зрелая форма – макрофаги 
[12]), нейтро-, базо-, эозинофилы и бластные 
формы (табл. 1).
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Таблица 1

Состав лейкоцитов в периферической крови и иммунокомпетентных органах карпов, %

Таблица 2

Индекс обилия лейкоцитов, (ед./п. зр.)

Лимфоциты Моноциты/
макрофаги

Нейтрофилы
Базофилы Эозино-

филы
Бластные 

формыПЯ СЯ
Периферическая кровь

краснухоустойчивая
порода 72,83±3,33 9,33±0,65 4,83±0,7 1,52±0,31 0,66±0,42 4,58±1,47 6,25±2,02

чешуйчатые карпы 90,88±2,341 2,38±0,521 1,44±0,611 0,94±0,45 0,25±0,09 2,43±1,30 1,68±0,451

зеркальные карпы 81,25±2,382 6,68±1,112 4,75±0,752 2,82±0,532 0,07±0,06 0,56±0,311 3,87±0,762

Головная почка
краснухоустойчивая
порода 83,50±1,64 3,01±0,82 1,25±0,28 0,33±0,16 0,66±0,27 2,00±0,69 9,25±0,49

чешуйчатые карпы 84,83±2,83 4,62±1,31 2,56±0,421 1,25±0,311 0,19±0,13 0,68±0,26 5,87±1,231

зеркальные карпы 82,25±1,95 4,55±0,71 4,11±0,811 0,81±0,23 0,06±0,061 0,31±0,181 7,91±0,99
Селезёнка

краснухоустойчивая
порода 92,00±1,04 1,51±0,50 0,50±0,12 0,25±0,11 0,42±0,20 0,91±0,20 4,41±0,74

чешуйчатые карпы 87,01±3,08 2,93±0,79 1,12±0,41 1,01±0,61 0,06±0,06 0,87±0,36 7,00±1,54
зеркальные карпы 87,62±1,67 4,25±1,31 1,94±0,471 0,68±0,18 – 0,32±0,091 5,19±0,64

Примечание: 1 – достоверные отличия от краснухоустойчивых; 2 – достоверные отличия от чешуйчатых карпов.

Самый большой пул клеток белой кро-
ви карпа составляют лимфоциты – цен-
тральные клетки иммунной системы рыб. 
Лейкоциты других типов, принимающие 
участие в иммунологических реакциях 
организма и участвующие в фагоцито-
зе микроорганизмов, синтезе медиаторов 
иммунного ответа, неспецифических фак-
торов иммунитета, представлены гораздо 
меньшим числом клеток. У исследованных 
особей процентное содержание лимфоци-
тов составляло 72,83–92 %, моноцитов/
макрофагов – 1,51–9,33 %, нейтрофилов – 
0,75–7,57 %, эозинофилов – 0,31–4,58 %, 
базофилов 0,06–0,66 % и бластных форм 
клеток – 1,68–9,25 % (табл. 1).

Карпы краснухоустойчивой породы до-
стоверно отличались от восприимчивых рыб 
более низким содержанием лимфоцитов пе-
риферической крови, нейтрофилов пронеф-
роса, селезёнки и более высоким моноцитов 

крови, бластных клеток крови и пронефро-
са и эозинофилов во всех тканях и органах. 
Стоит отметить, что чешуйчатые и зеркаль-
ные карпы между собой также различались 
процентным содержанием лейкоцитов пери-
ферической крови.

Исследования индекса обилия лейкоцитов 
не показали достоверных различий среди 
селекционных групп. Более высокий пока-
затель, в отличие от весеннего периода, за-
фиксирован у восприимчивых пород карпов 
(табл. 2).

Обсуждение результатов
Анализ содержания отдельных пулов лей-

коцитов показал, что их уровень зависит от 
вида исследуемой ткани и варьирует у раз-
ных селекционных групп. Кроме того, по-
лученные данные отличались от таковых, 
полученных при аналогичных условиях 
в преднерестовый период [11].

Краснухоустойчивая порода 13,83±1,28
Чешуйчатый карп 18,57±2,48
Зеркальный карп 17,40±2,43
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Головной отдел почек у костистых рыб – 

основной орган лимфо- и гранулопоэза, 
функционально сходный с костным мозгом 
млекопитающих. Функционально-активных 
иммунокомпетентных клеток в почках кон-
центрируется значительно больше, чем в дру-
гих органах [6]. Основу иммунокомпетент-
ных клеток селезенки составляют эндотели-
оциты кровеносных сосудов, иммуноциты 
на разных этапах дифференцировки, грану-
лоциты и клетки мелано-макрофагального 
ряда [4]. Согласно современным представ-
лениям основной функцией данного орга-
на является эритро- и тромбопоэз, затем – 
лимфопоэз [4, 7]. Периферическая кровь, не-
прерывно циркулируя по системе замкнутых 
сосудов, постоянно омывает ткани, органы 
и системы органов, служит транзитом имму-
нокомпетентных клеток, в котором проявля-
ется суммарный эффект изменения активно-
сти иммунной системы [4].

Лимфоциты у рыб, как и у всех позвоноч-
ных животных, относятся к группе наиболее 
быстро реагирующих клеток иммунной си-
стемы. Они осуществляют функции распозна-
вания чужеродных тел, разрушения антигена, 
синтеза антител, образования предшественни-
ков антителообразующих клеток, клеток памя-
ти, формирования специфического иммуните-
та и адаптации рыб к паразитам и токсическим 
факторам [7]. Доля лимфоцитов перифериче-
ской крови  у всех групп исследованных кар-
пов снизилась на 1–22,7 %, а в кроветворных 
органах возросла по сравнению с весенними 
показателями. Наибольшее снижение числа 
клеток этого типа отмечено в лейкограммах 
крови ангелинских карпов, за счёт увеличения 
процентного содержания всех остальных по-
пуляций лейкоцитов.

Моноциты – активные фагоциты кро-
ви, поглощают продукты распада клеток 
и тканей, принимают участие в регуляции 
иммуно- и гранулопоэза, влияют на мигра-
ционные свойства нейтрофилов. Существу-
ет также мнение о способности моноцитов 
инактивировать токсины [3]. Увеличение их 
количества в крови свидетельствует об уси-
лении неспецифической защиты организма. 
Наибольшее число клеток этого типа зафик-
сировано нами в лейкограмме перифериче-

ской крови краснухоустойчивых особей, что 
в 3,9 раза выше показателей преднерестового 
периода. Увеличение числа моноцитов у кар-
пов к концу рыбоводного сезона отмечено 
и другими авторами [2].

В конце нагульного периода в перифе-
рической крови рыб возросло количество 
гранулоцитов по сравнению с данными, по-
лученными весной. Более высоким содер-
жанием нейтро-, эозино- и базофилов отли-
чалась группа краснухоустойчивых карпов. 
Основную массу гранулоцитарных клеток 
составляли палочкоядерные нейтрофилы. 
Нейтрофилы поглощают зараженные клетки 
при первом контакте с ними или разрушают 
их путем выделения токсических кислород-
ных метаболитов. Базо- и эозинофильные 
гранулоциты у млекопитающих принимают 
активное участие в аллергических реакциях 
анафилактического типа. Базофилы рыб рас-
сматривают и как регуляторы тканевого го-
меостаза. Появление осенью в лейкограммах 
карпов разных пород базофилов отмечено 
и в работах других авторов [4, 10].

В лейкоцитарной формуле мазков крови 
и мазков-отпечатков гемопоэтических орга-
нов учитываются юные незрелые, или бласт-
ные, формы клеток, которые, подобно тако-
вым у высших позвоночных, в дальнейшем 
замещают зрелые клетки в тканях и органах 
иммунной системы. Их доля в лейкограм-
ме пресноводных видов составляет до 10 % 
[2, 4]. Осенью содержание бластных форм в 
периферической крови представителей анге-
линской породы было выше, чем у воспри-
имчивых особей и по сравнению с показате-
лями преднерестового периода.

Используемый в наших исследованиях по-
казатель индекса обилия лейкоцитов дает пред-
ставление о функциональном состоянии гемо- и 
иммунопоэтической ткани и позволяет судить 
об интенсивности лейкопоэза [8]. У краснухо-
устойчивых особей зафиксировано менее ин-
тенсивное образование иммунокомпетентных 
клеток по сравнению с другими группами рыб 
и данными весеннего периода.

Характер выявленных отличий у краснухо-
устойчивых карпов, возможно, связан с генети-
ческими особенностями породы  и относится 
к адаптивным реакциям иммунной системы.
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Заключение
Таким образом, результаты исследования со-

става лейкоцитов в периферической крови и ор-
ганах кроветворения краснухоустойчивой поро-
ды карпа показали отличия в доле содержания 
лимфоцитов, моноцитов, нейтрофилов, бласт-
ных форм клеток и интенсивности лейкопоэза 
от других изученных селекционных групп. От-
личия зависели от структурно-функциональных 
характеристик тканей и органов и породных 
особенностей исследованных рыб. Полученные 
данные могут быть использованы в качестве 
маркеров при проведении селекционно-племен-
ной работы по повышению устойчивости рыб 
к инфекционным заболеваниям.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного про-
екта № 18-016-0019618 и частично в рам-
ках государственного задания ФАНО России 
(тема № АААА-А18-118012690123-4).
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Аннотация. Объектом исследования служили собаки, заразившиеся дирофиляриозом в естественных усло-
виях. Для определения гематологического статуса крови больных дирофиляриозом собак изучили в динами-
ке клинические и биохимические показатели. Установлено, что при интенсивности инвазии (ИИ) 249,6±9,5 
– 254,8±10,6 экз. личинок в мл крови развиваются эритропения, гипергемоглобинемия, лейкоцитоз, эозино-
филия, увеличивается СОЭ. Количество эритроцитов было снижено, а лейкоцитов повышено в 15 % случаев. 
В 40 % случаев установлена лимфопения, в 45 % – эозинофилия. У 45 % собак была умеренно повышена 
СОЭ при высокой гиперхромии эритроцитов. У 85 % животных концентрация гемоглобина была выше, чем 
у здоровых в среднем на 16 %. В биохимическом статусе крови установлено в 65 % случаев повышение ак-
тивности АСТ и в 70 % случаев – АЛТ. Более чем у половины больных животных установлено повышение 
амилазы, щелочной фосфатазы и креатинина. Показатель общего билирубина был высоким у 25 % больных 
животных за счет фракции свободного билирубина. При исследовании минерального обмена установлено у 
35 % больных собак повышение количества калия и кальция, у 40 % – неорганического фосфора, при сни-
жении концентрации натрия в 40 % случаев. При исследовании липидного обмена установлено снижение 
общих липидов у 40 % и общего холестерина – у 30 % больных животных. Полученные результаты исследо-
ваний позволяют использовать показатели гематологического статуса, как биомаркеры глубины патологиче-
ских процессов в организме собак при дирофиляриозе и определяют сроки начала проведения патогенети-
ческой терапии. 
Summary. The object of the research were the dogs who caught dirofi lariasis under natural conditions. For determination 
of the hematologic status of blood of the dogs sick with a dirofi lariasis clinical and biochemical indicators in dynamics 
were studied. It is found that at the intensity of invasion of 249.6±9.5 – 254.8±10.6 units of larvae in ml of blood 
erythrosinging, hypergemoglobinemia, leukocytosis, and eosinophilia develop, blood sedimentation rate increases. The 
quantity of erythrocytes was reduced, and leukocytes increased in 15 % of cases. In 40 % of cases the limfopeniya, in 
45 % – an eozinofi liya were determined. At 45 % of dogs blood sedimentation rate at a high hyperchromia of erythrocytes 
was moderately risen. 85 % of animals showed higher concentration of hemoglobin than that of healthy ones, on average 
by 16%. In the biochemical status of blood an increase in activity of aspartateaminotransferase was detected in 70 % of 
cases – alanineaminotransferase increased in 65 % of cases as well. More than a half of sick animals showed an increase 
in amylase, alkaline phosphatase and creatinine. 25 % of sick animals had a high indicator of the general bilirubin at the 
expense of fraction of free bilirubin. The research of mineral exchange revealed an increase in amount of potassium and 
calcium in 35 % of sick dogs, 40 % had an increase in inorganic phosphorus alongside with a decrease in concentration 
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of sodium in 40 % of cases. Research of lipidic metabolism found a decrease in the general lipids in 40 % of subjects and 
the general cholesterol decrease in 30 %. The received results of the research allow to use indicators of the hematologic 
status as biomarkers of depth of pathological processes in an organism of dogs at a dirofi lyariasis and determine terms 
of starting pathogenetic therapy.

Введение
Дирофиляриоз – тяжелое инвазионное за-

болевание собак, сопровождающееся функ-
циональными расстройствами разных си-
стем организма. Попадая в кровь, токсины 
и продукты обмена веществ дирофилярий 
вызывают патологические изменения в орга-
низме больных собак, отражением состояния 
которого является гематологический статус. 
Глубина функциональных нарушений зави-
сит от вида возбудителя, места его локализа-
ции в организме, длительности периода бо-
лезни и интенсивности инвазии. Все ученые, 
занимающиеся проблемой дирофиляриоза, 
указывают на изменения в общеклинических 
и биохимических показателях крови у боль-
ных собак [4, 7]. Изучение данного вопроса 
необходимо для определения глубины пато-
логических изменений в организме больных 
дирофиляриозом собак и определения нача-
ла проведения патогенетической терапии.

Целью нашей работы было оценить роль 
и значимость гематологического статуса 
больных дирофиляриозом собак, вызван-
ного D. repens и D. Immitis, в характеристи-
ке тяжести течения инвазии и определении 
необходимости патогенетической терапии.

Материалы и методы
Для изучения гематологического статуса 

было исследовано 126 проб крови от служеб-
ных собак пород немецкая овчарка и лабра-
дор в возрасте 4–5 лет, зараженных D. repens 
и D. immitis в естественных условиях, и 47 
проб от здоровых животных. Вид D. immitis 
был обнаружен в 35,4 %, D. repens – в 58,5 %, 
микстинвазия – в 6,1 % случаев. Интенсив-
ность инвазии (ИИ) составляла 249,6±4,7 
– 254,8±5,3 экз. личинок в мл крови. Для 
определения общеклинических показате-
лей крови проводили дифференциальный 
подсчет лейкоцитов с выведением лейко-
формулы в окрашенном методом Романов-
ского-Гимзе мазке крови. Подсчет общего 
количества эритроцитов и лейкоцитов про-
водили в камере Горяева, скорость оседания 

эритроцитов (СОЭ) определяли микромето-
дом Панченкова, количество гемоглобина – в 
биохимическом анализаторе.

Для определения биохимических показа-
телей сыворотки крови собак использовали 
полуавтоматический анализатор «STAT FAX 
3300» (США) и набор реактивов «Витал Ди-
агностикс» (Россия). Определяли общий бе-
лок, активность трасфераз: аспартат- (АСТ) 
и аланинаминотрансферазы (АЛТ), щелоч-
ной фосфатазы (ЩФ), амилазы, общий, сво-
бодный и связанный билирубин, глюкозу, мо-
чевину, креатинин, общие липиды и общий 
холестерин. Обмен минеральных веществ 
оценивали по содержанию в сыворотке кро-
ви макроэлементов: калия, натрия, общего 
кальция и неорганического фосфора. Полу-
ченный цифровой материал статистически 
обрабатывали с помощью прикладных ком-
пьютерных программ с определением крите-
рия достоверности.

Результаты исследований 
Анализ состояния гематологического ста-

туса показал, что у больных дирофилярио-
зом собак в стадии компенсации, независимо 
от вида возбудителя, наблюдается изменение 
в клинических показателях крови в сторону 
повышения гемоглобина в 11,4 % случаев, 
нейтрофилов за счет увеличения количества 
палочкоядерных форм в 16,7 % случаев по 
сравнению со здоровыми животными (та-
блица 1).

Количество эритроцитов было сниже-
но, а лейкоцитов повышено в 15 % случаев. 
В 40 % случаев установлена лимфопения, 
в 45 % – эозинофилия. У 45 % собак была 
умеренно повышена СОЭ при высокой ги-
перхромии эритроцитов. У 85 % животных 
концентрация гемоглобина была выше, чем 
у здоровых в среднем на 16 %. 

В биохимическом статусе установлено 
в 65 % случаев повышение активности 
АСТ и в 70 % случаев – АЛТ. Более чем 
у половины больных животных установ-
лено повышение амилазы, щелочной фос-
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Таблица 1

Клинические показатели крови здоровых и больных дирофиляриозом собак

Таблица 2

Биохимические показатели крови здоровых и больных дирофиляриозом собак

фатазы и креатинина. Показатель общего 
билирубина был высоким у 25 % больных 
животных за счет фракции свободного би-
лирубина. 

При исследовании минерального обмена 
установлено у 35 % больных собак повыше-
ние количества калия и кальция, у 40 % – не-
органического фосфора, при снижении кон-
центрации натрия в 40 % случаев. 

При исследовании липидного обмена 
установлено снижение общих липидов у 
40 % и холестерина – у 30 % больных живот-
ных (таблица 2).

№ п/п Показатели крови Здоровые собаки Собаки, больные дирофиляриозом
1 Гемоглобин, г/л 151,4±13,1 175,5±19,1
2 Эритроциты, 10¹²/л 6,5±0,8 5,7±0,5
3 Лейкоциты, 109/л 9,6±1,7 11,9±3,9
4 Нейтрофилы палочкоядерные, % 3,2±0,3 4,5±0,2
5 Нейтрофилы сегментоядерные, % 64,8±5,0 65,4±8,5
6 Лимфоциты, % 23,6±3,4 20,7±2,9
7 Эозинофилы, % 4,8±0,2 5,7±0,9
8 Моноциты, % 4,5±0,8 4,3±0,8
9 СОЭ, мм/ч 2,4±0,01 5,7±0,2

Обсуждение результатов 
Ряд авторов описывает отклонения 

в лейкоцитарной формуле собак, больных 
дирофиляриозом, независимо от вида гель-
минта, которые характеризуются развити-
ем анемии с уменьшением количества эри-
троцитов и гемоглобина, повышением СОЭ 
в 67,52±4,35 % случаев при нормальном 
количестве лейкоцитов у 81,06±3,66 % ин-
вазированных собак. В лейкоформуле было 
повышено содержание сегментоядерных 
клеток у 70,83±9,48 % и снижение лимфоци-
тов у 67,83±4,38 % животных. Процентное 

№ п/п Показатель Здоровые собаки Больные собаки
1 АЛТ, ЕД/л 36,3±9,7 56,9±4,5
2 АСТ, ЕД/л 30,5±8,1 35,2±9,9
3 ЩФ, ЕД/л 34,63±9,1 38,6±3,1
4 Амилаза, ЕД/л 790,2±30,2 938,4±19,2
5 Глюкоза, ммоль/л 4,2±0,7 4,6±0,7
6 Креатинин, мкмоль/л 85,1±6,0 112,5±19,1
7 Мочевина, ммоль/л 5,8 ±0,2 6,7±0,4
8 Билирубин общий, мкмоль/л 6,3±1,5 8,0±0,7
9 Билирубин свободный, мкмоль/л 4,7±0,4 4,9±0,6
10 Билирубин связанный, мкмоль/л 1,6±0,1 3,1±0,5
11 Общий белок, г/л 62,6±7,3 68,9±7,1
12 Общий холестерин, ммоль/л 8,6±0,1 4,2±0,02
13 Общие липиды, г/л 11,16±0,4 7,68±0,2
14 Неорганический натрий, ммоль/л 144,3±13,1 135,4±11,1
15 Калий, ммоль/л 5,5±0,04 7,2±0,01
16 Общий кальций, ммоль/л 2,73±0,03 3,75±0,03
17 Неорганический фосфор, ммоль/л 1,42±0,01 0,56±0,04
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соотношение эозинофилов, палочкоядерных 
нейтрофилов и моноцитов было в пределах 
нормы. В частности, в общеклинических по-
казателях наблюдается гипохромная регене-
ративная анемия, лейкоцитоз, лимфоцитоз, 
нейтрофилия, эозинофилия, базофилия, уве-
личение СОЭ [3, 5, 6].

В результате проведенных нами исследова-
ний, в клиническом статусе крови больных ди-
рофиляриозом собак, как при моно- так и при 
микст-инвазии при ИИ 249,6±4,7 – 254,8±5,3 
экз. личинок в мл крови, были установлены 
явления эритропении, гипергемоглобинемии, 
лейкоцитоза, эозинофилии, повышение СОЭ 
по сравнению с группой здоровых собак, со-
держащихся в одинаковых условиях. Одна-
ко все исследуемые показатели не выходили 
за пределы референтных значений, соответ-
ствующих физиологической норме животных 
данного вида и возраста. Все перечисленные 
изменения в клиническом статусе крови ха-
рактерны для гемопаразитозов, и их можно 
рассматривать как компенсаторный механизм 
в ответ на гипоксию при дирофиляриозе. 
При данной инвазии активируются воспали-
тельные и аллергические процессы, которые 
иллюстрируют нейтрофилия, эозинофилия, 
лимфопения. 

Отечественные и зарубежные иссле-
дователи указывают, что у собак, инвази-
рованных разными видами дирофилярий, 
а также обоими видами одновременно, 
в биохимическом составе крови наблюда-
ется увеличение уровня мочевины и креа-
тинина на 27% при уменьшении уровня на-
трия в плазме до 145 ммоль/л – 136 ммоль/л 
в зависимости от тяжести заболевания. 
В то время, как показатели АЛТ, билиру-
бин, глюкоза, щелочная фосфатаза мало 
изменялись [4]. По мнению Л. Ю. Кочетко-
вой с соавт. (2012) [2], у собак с бессим-
птомным течением дирофиляриоза близ-
кими к норме остаются показатели уровня 
билирубина, альбумина, АЛТ, АСТ. У собак 
со средней тяжестью течения уровень аль-
бумина находится или на верхней границе 
нормы, или на 7 % превышает ее, а общий 
билирубин повышается на 44 %. Показате-
ли гаммаглутаминтранспептидазы (ГГТП) 
и щелочной фосфатазы (ЩФ) повышены 

на 13–20,3 % и 26,4 % соответственно. 
У собак со средней тяжестью течения повы-
шение активности АСТ является следстви-
ем токсического воздействия на клеточные 
и субклеточные мембраны. Содержание на-
трия, калия, кальция, глюкозы и глобули-
нов изменялось недостоверно по отноше-
нию к здоровым животным [1, 3].

Проведенные нами исследования пока-
зали, что рост концентрации общего бел-
ка связан с синтезом белков острой фазы 
воспаления, запущенный в ответ на гибель 
личинок дирофилярий, и представляет со-
бой универсальную защитную реакцию 
макроорганизма. Повышение концентра-
ции таких показателей крови, как моче-
вина и креатинин, является отражением 
дисфункции почек у инвазированных жи-
вотных. Причем в компонентном составе 
у больных собак преобладала фракция 
связанного билирубина. Активность ами-
нотрансфераз связана с продуктами об-
мена микрофилярий и свидетельствует 
о патологическом процессе в миокарде 
и печени. У 68 % собак, пораженных обои-
ми видами дирофилярий, было увеличено 
количество AЛТ, АСТ в 67 %, мочевины 
в 78 % случаев. Динамика активности ами-
лазы слабо коррелирует с клиническим 
состоянием опытных собак, поэтому для 
характеристики функционального состо-
яния поджелудочной железы необходимо 
проводить дополнительные исследования. 
Показатели креатинина были повышены 
по сравнению с группой здоровых собак 
в 74 % случаев. Полученные результаты 
иллюстрируют состояние интоксикации 
у собак в стадии компенсации. Общий 
кальций участвует в регуляции проница-
емости клеточных мембран, сокращении 
мышечных волокон и свертываемости 
крови. Его содержание связано с содер-
жанием фосфора и магния. Изменение со-
держание калия и натрия связаны с нару-
шением электролитного баланса.

Установлено, что оба вида дирофилярий 
одинаково патогенны и затрагивают все си-
стемы макроорганизма, а гематологические 
показатели отражают глубину вовлеченно-
сти организма в патологический процесс. 
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Заключение 
Результаты исследований показывают, что 

в стадии компенсации при отсутствии види-
мых клинических признаков у инвазирован-
ных собак развиваются изменения в гемато-
логическом гомеостазе, как при заражении 
одним, так и двумя видами дирофилярий. 
Отклонения в клинических и биохимических 
показателях крови могут использоваться вете-
ринарными врачами, как биомаркеры глубины 
патологических процессов при дирофилярио-
зе, и определяют необходимость и сроки на-
чала проведения патогенетической терапии. 
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Аннотация. В природных условиях многие млекопитающие участвуют в циркуляции большинства паразитов. 
Годовая динамика зараженности плотоядных дифиллоботриозом на территории Волгоградской области за 2015–
2018 гг. отражает общее снижение уровня зараженности – в 2015 – 5,8 %, в 2016 – 6,5 %, в 2017 – 4,4 %, в 2018 – 
5,2 %. В пресноводных водоемах были выделены веслоногие ракообразные (Copepoda) инвазированные процер-
коидами лентеца широкого, экстенсивность инвазии в р. Волга – 0,5 %, р. Дон – 0,8 %, р. Ахтуба – 1,1 %. Рыба 
(промежуточный хозяин), зараженная личиночной стадией лентеца, широко была выловлена в р. Волга, в р. Дон, 
в речной сети Волго-Ахтубинской поймы: Ахтуба, Старая Ахтуба, Каширин, Бугай. Преимущественно хищные 
виды: щука (ЭИ составляет от 6,8 до 12 %), судак (ЭИ соответственно от 3,8 до 8,1 %) и окунь (ЭИ от 2,8 до 7,1 %). 
Модель популяционных границ видового разнообразия дефинитивных хозяев распространения дифиллоботриоза 
в условиях Волгоградской области имела следующую структуру – енотовидная собака – 21,4 %, лиса – 23,8 %, 
волк – 12,5 %, собака – 5,7 %, кошка – 4,7 %. С учетом вторичных периодических, экологических факторов был 
проведен эпизоотологический контроль зараженности собак Diphyllobothrium latum на территории Волгоград-
ской области и г. Волгограда. При этом установлено, что дифиллоботриоз регистрировался во все сезоны года, 
у собак различных пород и типов содержания. У служебных собак и собак, содержащихся в частных питомниках, 
дифиллоботриоз выявлен не был. Показатель зараженности собак дифиллоботриозом в возрасте от 1 года до 6 лет 
был самый высокий – 66,3 %. Исследование зараженности собак дифиллоботриозом позволило установить, что 
собаки домашнего типа содержания подвержены зараженности в меньшей степени – 5,3 %, нежели безнадзорные 
собаки – 16,7 %. Дифиллоботриоз регистрировался наиболее часто у собак сельской местности (7,7 %), у город-
ских собак встречался гораздо реже (2,8 %). Самый высокий уровень зараженности собак лентецом широким 
отмечался на территории Фроловского и Ленинского районов – 12,3 % и 12 %.
Summary. Naturally, many mammals are involved in circulation of parasites. Annual dynamics of contamination of 
creophagous (zoopagous) by tapeworm disease on the territory of Volgograd region within  2015–2018 refl ects total 
reduction in contamination – in  2015 – 5,8 %, in 2016 – 6,5 %, in 2017 – 4,4 %, in 2018 – 5,2 %. In fresh waters there were 
found copepods infected by procercoid, invasive extensity in Volga river is up to 0,5 %, Don river is up to 0,8 %, Ahtuba river 
is up to – 1,1 %. Fish (as a bridging host infected by procercoid was fi shed out of Volga river, Don river and river system of 
Volgo-Ahtubinsk fl ood plain: Ahtuba, the Old Ahtuba, Kashirin, Bugai. Predominantly predatory fi sh: pike (infestation is up 
6,8 to 12 %), pike perch (infestation is up 3,8 to 8,1 %) and perch (infestation is up 2,8 to 7,1 %). The most popular expansion 
of tapeworm disease among defi nitive hosts in the territory of Volgograd region is the following: raccoon dog – 21,4 %, fox – 
23,8 %, wolf – 12,5 %, dog – 5,7 %, cat – 4,7 %. Taking into consideration secondary periodic and ecological factors, the 
epizootic control of dogs infected by tapeworm disease (in Volgograd region and Volgofrad city) was conducted. It has been 
established that tapeworm disease has been registered regardless of the dogs’ specie or season. Tapeworm disease was not 
found among service dogs and dogs that live in private kennels. The highest index of tapeworm disease is among dogs aged 
up 1 year to 6 years by 66,3 %. Investigation of dogs infected by tapeworm disease suggests that domesticated dogs are 
less subjected to contamination – 5,3 %, compared to stray dogs – 16,7 %. Tapeworm disease is more frequently registered 
among dogs of rural areas (7,7 %) compared to dogs of urban areas (2,8 %). The highest level of dogs’ contamination by 
tapeworm disease is in the territory of Frolovsky and Leninsky districts – 12,3 % and 12  %.
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Введение
Волгоградская область является природ-

но-очаговой территорией по ряду антропо-
зоонозных паразитарных инвазий: эхино-
коккозу, дифиллоботриозу, дирофиляриозу, 
в структуре которых – заболеваемость мест-
ного населения занимает лидирующую по-
зицию. [5, 6] Согласно отчетным данным 
от 10.04.2018 г. Федеральной службы по 
надзору в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека (Роспотребнадзор) 
в Российской Федерации в 2017 году было 
выявлено 4217 случаев дифиллоботриоза 
(2,8 случаев на 100 тысяч населения). Ди-
филлоботриоз регистрируется не только 
на территории Российской Федерации, но и 
в других странах мира. Наиболее часто слу-
чаи дифиллоботриоза отмечены в странах 
Западной и Центральной Европы, Прибалти-
ке. Данное заболевание достаточно широко 
распространено, о чем свидетельствуют слу-
чаи заражения людей и животных в Африке, 
Азии, Южной Америке, а также США и Япо-
нии. [8, 9, 10]

Основной причиной заражения дифилло-
ботриозом для животных и человека явля-
ется зараженная рыба пресноводных водо-
емов. Ежегодный контроль исследованных 
проб продуктов переработки рыбы, как 
и самой рыбы, выявляет паразитов, опасных 
для человека и животных. В 2017 году этот 
показатель составил 1,5 %. [5, 6] В России на 
сегодняшний день одним из лидеров среди 
паразитов, имеющих дополнительных хозя-
ев (рыба) в цикле своего развития, является 
лентец широкий (Diphyllobothrium latum), 
который существенно влияет как на развитие 
биологического загрязнения территорий на-
шей страны, так и на уровень санитарно-эпи-
демиологического благополучия населения 
Российской Федерации в целом. [5]

Поэтому индикация межвидового распро-
странения дифиллоботриоза и развитие воз-
будителя на всех стадиях популяционного 
и жизненного цикла паразита на территории 
г. Волгограда и Волгоградской области имеет 
важное значение. 

Цель: Изучить структуру биологических 
видов в жизненном цикле Diphyllobothrium 
latum.

Материалы и методы 
Исследования выполнены в период 2015–

2018 гг. в «Центре ветеринарной клиниче-
ской медицины» Волгоградского государ-
ственного аграрного университета, а также 
согласно данных Федеральной службы 
по надзору в сфере защиты прав потребите-
лей и благополучия населения (Роспотреб-
надзор). За время научной работы обследо-
вание было проведено у 3919 собак, 2360 
кошек. Вскрытию подвержены 507 трупов 
собак, 214 трупов кошек, 21 трупов лис, 
8 трупов волков, 14 трупов енотовидных 
собак. Обследование собак и кошек про-
водили комплексно: общий клинический 
осмотр животных и лабораторные ис-
следования – анализ кала на яйца прово-
дили по общепринятому флотационному 
методу Фюллеборна. Вскрытия проводи-
лись согласно ГОСТ Р 57547-2017. Пато-
логоанатомическое исследование трупов 
непродуктивных животных и по мето-
дике К. И. Скрябина. Проведение сбо-
ров проб в водоемах р. Волга, р. Дон, 
р. Ахтуба осуществлялись согласно мето-
дическим рекомендациям по сбору и обра-
ботке материалов при гидробиологических 
исследованиях на пресноводных водоемах: 
Зоопланктон и его продукция [4]. Весло-
ногих ракообразных исследовали компрес-
сорным методом. Паразитологическое ис-
следование рыб проводили по методикам, 
разработанным В. А. Догелем, Э. М. Ляй-
маном, А. П. Маркевичем. [1, 3, 4, 9]

Результаты исследований
По результатам мониторинга заражен-

ности дифиллоботриозом собак и кошек, а 
также диких плотоядных животных Волго-
градской области выявлена стабильная тен-
денция регистрируемых случаев заболева-
ния в различных районах Волгоградской 
области и г. Волгограда. Годовая динами-
ка зараженности плотоядных имеет выра-
женный подъем роста с 2015 по 2016 гг., 
показатели экстенсивности инвазии (ЭИ) 
в этот период времени были самые высо-
кие. Пиковый период зараженности отме-
чался в 2016 г. – 6,5 % (таблица 1). После 
2016 г. в течение 2 лет установлено замет-
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ное снижение уровня заболеваемости со-
бак, кошек, диких плотоядных животных 
на территории Волгоградской области. 
Снижение зараженности было зафиксиро-
вано в 2017 г., процентный показатель за-
раженности в этот период составил 4,4 %. 

Результаты проведенных исследований 
дают возможность сделать вывод о том, 
что в пресноводных водоемах из промежу-
точных хозяев лентеца широкого особое 
значение принадлежит веслоногим рако-
образным (Copepoda). Проведение сборов 
проб в водоемах р. Волга, р. Дон, р. Ахтуба 
осуществлялись в период с мая по сентябрь 
в 2016–2017 гг.

Детекцию видовой принадлежности ис-
следуемых организмов проводили по опреде-
лителю зоопланктона и зообентоса пресных 
вод Европейской России в лабораторных ус-
ловиях. 

Интенсивность инвазии (ИИ) Ciclops 
strenuus процеркоидами в исследуемых во-
доемах составила 1–2 (экз.). Количествен-
ный состав циклопов зависел от места 
сбора проб и сезона года. На более мелко-
водных участках водоемов их количествен-
ный состав увеличивался, особенно в лет-
нее время года. Подтверждением наличия 
благоприятных факторов развития возбу-
дителя дифиллоботриоза в Волгоградской 
области послужило обнаружение заражен-
ных циклопов в пресноводных водоемах. 
Самый высокий показатель экстенсивно-
сти инвазии циклопов процеркоидами от-
мечался в р. Ахтуба – 1,1 % (рис. 2).

Одним из факторов циркуляции дифилло-
ботриоза служит попадание яиц с фекалиями 
дефинитивного хозяина в водоем, при этом 
происходит выход корацидий, которых пое-
дают веслоногие рачки (Copepoda) – первый 
промежуточный хозяин. Нами были выделе-
ны водоемы Волгоградской области р. Волга, 
р. Дон, речная сеть Волго-Ахтубинской пой-
мы: Ахтуба, Старая Ахтуба, Каширин, Бугай 
– неблагополучные в отношении данного 
заболевания у таких видов рыб, как окунь, 
щука, ерш, судак. 

Существенной причиной распростране-
ния дифиллоботриоза среди дефинитивных 
хозяев служит зараженная рыба (дополни-

тельный хозяин). Распространенность дан-
ного вида заболевания среди дополнитель-
ных хозяев выявлена следующая – щука 
(ЭИ составляет от 6,8 до 12 %), судак (со-
ответственно от 3,8 до 8,1 %) и окунь (от 
2,8 до 7,1 %). Паразитологическое иссле-
дование рыб проводилось в течение 3 лет 
(2016–2018 гг.).

Из общей структуры дифиллоботриоза 
(различных видов животных) были выде-
лены особенности популяционных границ 
эпизоотического процесса. Таким обра-
зом, дифиллоботриоз был зарегистриро-
ван у домашних видов животных: собак, 
кошек; диких плотоядных: енотовидная 
собака, лиса, волк. У остальных видов до-
машних и диких плотоядных дифиллобо-
триоз выявлен не был. Наименьшая экс-
тенсивность инвазии отмечена у кошек, 
которая составила 4,7 %. Показатель зара-
женности лис и енотовидных собак были 
выше чем у других видов исследуемых 
животных (рис. 3). Уровень зараженности 
собак (5,7 %) и волков (12,5 %) был не-
сколько ниже.

Обсуждение результатов 
С целью уточнения эпидемиологической 

роли собак в циркуляции дифиллоботриоза 
на территории Волгоградской области были 
проведены исследования вторичных перио-
дических экологических факторов заражения 
в общей структуре распространения заболе-
вания. Дифиллоботриоз регистрировался во 
все сезоны года, у собак различных пород и 
типов содержания.

Согласно данным, представленным на 
рисунке 4, степень зараженности собак 
Diphyllobothrium latum изменялась вместе 
с возрастом. Было установлено, что дифил-
лоботриоз встречался у собак следующих 
возрастных групп: от 6 лет и старше, от 1 
года до 6 лет, до 1 года, но собаки средней 
возрастной группы были повержены за-
болеванию в большей степени (рис. 4). У 
собак этой возрастной группы показатель 
зараженности в процентном соотношении 
с другими очень высокий – 66,3 %. Инва-
зированность собак возраста старше 6 лет – 
24,7 %. Данный показатель свидетельствует 
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о менее выраженной встречаемости лентеца 
широкого (Diphyllobothrium latum) у собак 
этой возрастной группы относительно дру-
гих. Интенсивность инвазии при наблюде-
нии собак находилась в пределах 1–4 экз.

Выраженное изменение динамики зара-
женности собак дифиллоботриозом отмече-
но при сопряженном анализе безнадзорной 
и домашней популяции. Экстенсивность 
инвазии безнадзорных собак значительно 
выше, чем у домашних. В группу домашних 
собак были также включены служебные. Ре-
зультаты исследования собак по типу содер-
жания представлены на рисунке 5.

У служебных собак и собак, содержащих-
ся в частных питомниках, дифиллоботриоз 
выявлен не был.

По результатам исследований дифиллобо-
триоз регистрировался у собак как в город-
ской, так и в сельской местности. Высокий 
уровень инвазии собак сельской местности 
был ожидаем и составил 7,7 %, в отличие 
от городских – 2,8 %. 

Мониторинг заболеваемости собак ди-
филлоботриозом проводился на терри-
тории г. Волгограда и 5 районов Волго-
градской области в течение трех лет. За 
время контроля в четырех районах обла-
сти наблюдалась стабильная динамика за-
болеваемости собак. По результатам зо-
нирования территорий по степени риска 
заражения было выделено 2 района Волго-
градской области с высокой инвазирован-
ностью собак (рис. 7), также зарегистри-
рованы случаи дифиллоботриоза собак 
в Михайловском районе и г. Волгограде, 
что свидетельствует о неблагополучии 
этих населенных пунктов в отношении 
данного заболевания. На территории Оль-
ховского района случаев дифиллоботрио-
за собак выявлено не было.

Роль человека в поддержании цикла 
развития лентеца широкого подкрепляет-
ся достаточно большим перечнем науч-
ных работ, в связи с этим было очевидным 
изучение влияния человека в общей струк-
туре распространения заболевания в ус-
ловиях Волгоградской области. В рамках 
проведения научно-исследовательской ра-
боты были рассмотрены отчетные данные 

ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии 
в Волгоградской области». Согласно све-
дениям по заболеваемости дифиллоботри-
озом (вх. №34-20/270-19 от 17.01.19 г. за 
2014–2018 гг.) с разбивкой по территори-
ям, в Волгоградской области за этот пе-
риод времени было выявлено 87 случаев 
дифиллоботриоза человека, общий пока-
затель заболеваемости составил 3,40 на 
100 тыс. населения, общее снижение за-
болеваемости отмечено также и в годовой 
динамике контроля заболеваемости на-
селения с 2017 по 2018 г., максимальные 
значения уровня заболеваемости прихо-
дятся на 2014 г. (рис. 7)

Ранжирование территорий Волгоград-
ской области по степени риска заражения 
дифиллоботриозом выявило 5 районов об-
ласти: Быковский (30,51), Ленинский 
(13,04), Старополтавский (20,80), Светло-
ярский (13,46), Среднеахтубенский (8,46), 
с более высоким уровнем заражения на-
селения. В Городищенском, Дубовском, 
Жирновском, Николаевском, Палласов-
ском районах области количество заре-
гистрированных случаев заболеваемости 
людей было несколько ниже. Случаев ди-
филлоботриоза людей не было выявлено 
в Иловлинском, Михайловском, Фролов-
ском, Ольховском районах Волгоградской 
области (рис. 8).

Показатели заболеваемости людей в го-
родах Волгоград, Волжский, Камышин в 
сравнительном аспекте ниже, чем в районах 
области. Общее количество случаев дифил-
лоботриоза людей на долю городского насе-
ления составило 54.

В рамках научно-исследовательской 
работы были проведены социологиче-
ские опросы среди жителей 5 районов 
Волгоградской области и г. Волгограда, 
г. Волжского, г. Камышина, по результа-
там которых 5 % опрошенных отмечали 
отхождение члеников неизвестного па-
разита. Со слов опрошенных, причиной 
необращения к медицинским специали-
стам послужило избавление от недуга при 
помощи применения антигельминтных 
препаратов широкого спектра действия 
в домашних условиях.

avvb_2019_03.indd   38avvb_2019_03.indd   38 07.09.2019   14:40:0907.09.2019   14:40:09



39Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 3 (43), 2019

ПАРАЗИТОЛОГИЯ

Рисунок 1 – Динамика зараженности плотоядных 
Diphyllobothrium latum на территории Волгоградской 
области за 2015 – 2019 гг.

Рисунок 2 – Зараженность циклопов процеркоидами в 
водоемах Волгоградской области за 2016–2017 гг.

Рисунок 3 – Структура популяционных границ (видо-
вого) распространения дифиллоботриоза

Рисунок 5 – Инвазированность собак Diphyllobothrium 
latum в разных группах по типу содержания в услови-
ях Волгоградской области за 2015–2018 гг.

Рисунок 6 – Инвазированность собак в городской и 
сельской местности на территории г. Волгограда и 
Волгоградской области за 2015–2018 гг.

Рисунок 4 – Зараженность Diphyllobothrium latum на 
территории Волгоградской области собак различных 
возрастных групп за 2015–2018 гг.
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Заключение
На территории Волгоградской области 

возможный риск заражения людей и жи-
вотных дифиллоботриозом связан с об-
наружением в водоемах р. Волга, р. Дон, 
речной сети Волго-Ахтубинской поймы: 
Ахтуба, Старая Ахтуба, Каширин, Бугай 
существенного числа зараженной рыбы 
у следующих видов: окунь, щука, ерш, 
судак. Циркуляция возбудителя дифил-
лоботриоза подтверждается наличием 
зараженных веслоногих ракообразных 
(Copepoda) процеркоидами в водоемах 
р. Ахтуба (1,1 %), р.Волга (0,5 %), р. Дон 
(0,8 %).

Значительное влияние в распростра-
нении дифиллоботриоза в Волгоградской 
области оказывают домашние и дикие 
плотоядные животные, в частности соба-
ки. Паразиты половозрелой стадии были 
выявлены у кошек, собак, лис, енотовид-
ных собак, волков. Динамика инвазиро-
ванности собак в разрезе вторичных пе-
риодических, экологических факторов 
в Волгоградской области в целом имеет 
стабильную оценку в течение трех лет. 
На зараженность собак дифиллоботрио-
зом влияет не порода, а тип содержания, 
возможное хозяйственное назначение. Так 
уровень инвазии собак сельской мест-
ности был значительно выше городской 
и составил 7,7 %. Зараженность собак 
Diphyllobothrium latum по районам обла-
сти позволила выявить, что на территории 
Фроловского и Ленинского районов риск 
заражения собак самый высокий. Экстен-
сивность инвазии собак в Фроловском и 
Ленинском районах была значительно вы-
сокой – 12,3 % и 12 %.

По данным «Центра гигиены и эпиде-
миологии Волгоградской области» у на-
селения Волгоградской области ежегодно 
выявляются случаи заболеваемости ди-
филлоботриозом. Большой уровень за-
селенности территорий близ берегов во-
доемов Волгоградской области, вместе с 
проблемой сточных вод определяют чело-
века как важный фактор в распростране-
нии дифиллоботриоза на территории об-
ласти.

Рисунок 7 – Зонирование территории Волгоградской 
области по уровню заболеваемости дифиллоботри-
озом

Рисунок 8 – Годовая динамика заболеваемости 
дифиллоботриозом (по контингенту все жители ко-
личество / показатель) на территории г. Волгограда 
и Волгоградской области в 2014–2018 гг.

Рисунок 9 – Динамика заболеваемости населения 
дифиллоботриозом за январь – декабрь 2014–2018 гг. 
г. Волгограда и Волгоградской области
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Аннотация. Понятия ошибок первого и второго рода были сформулированы для математической статисти-
ки, но они используются и в других областях, когда при принятии бинарного решения на основании не-
коего критерия есть вероятность получить ложный результат. В лабораторной диагностике гельминтозов 
качественными копрологическими методами таким критерием служит морфология возбудителя. На примере 
многолетнего исследования фекалий северных оленей и пушных зверей в лаборатории по изучению парази-
тарных болезней СПбГАВМ показано при копрологической диагностике гельминтозов полудиких животных 
источниками ошибок первого рода могут быть: 1) псевдопаразиты – объекты живой и неживой природы, 
такие как волоски животных, растительные фрагменты и прочее; 2) ложные паразиты (появляющиеся как 
из-за погрешностей протокола исследования на предиагностическом этапе, так и из-за особенностей диеты 
исследуемого животного). Источниками ошибок второго рода могут быть: 1) полиморфизм возбудителей; 
2) деформация паразитов во время исследования. 
Summary. The concept of the I and II type errors was formulated for mathematical statistics, but is of use in other 
areas, when making a binary decision based on a certain criterion is likely to get a false result. The morphology 
of the pathogen serves as this criterion in the laboratory diagnosis of helminthoses using qualitative coprological 
methods. Using the examples of a long-term studies of reindeer and fur-bearing animals feces in the Laboratory 
for the Study of Parasitic Diseases at the St. Petersburg State Academy of Veterinary Medicine, it is shown, that 
in coprological diagnostics of helminthoses of semiwild animals, the sources of the I type errors can be: 1) biotic 
and abiotic objects (such as animal hair, plant fragments, etc); 2) spurious parasites (appearing both because 
of the errors of the study protocol at the pre-diagnostic stage, and because of the peculiarities of the diet of the 
studied animal). Sources of II type errors can be: 1) polymorphism of pathogens; 2) deformation of parasites 
during the study.
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Введение
Понятия ошибок первого и второго рода 

изначально были сформулированы для сферы 
математической статистики [1]. Однако ими 
оперируют и в других областях знания, ког-
да при принятии бинарного решения на ос-
новании некоего критерия есть вероятность 
получить ложный результат. В лабораторной 
диагностике гельминтозов качественными 
копрологическими методами таким критери-
ем служит морфология возбудителя. Задача 
исследователя – определить, является ли об-
наруженный в фекалиях объект паразитом, 
присущим данному дефинитивному хозяи-
ну, или нет. В таком случае ошибка первого 
рода ведёт к ложноположительному резуль-
тату, когда за паразита принимают объект 
иной природы. А ошибка второго рода – к 
ложноотрицательному, когда истинно пара-
зитический организм не идентифицируется 
исследователем как таковой. Диагностика 
гельминтозов полудиких животных копро-

логическими методами имеет свои особен-
ности, о которых мы расскажем подробнее, 
дабы предостеречь наших коллег от совер-
шения подобных ошибок и для повышения 
точности проводимых исследований. 

Материалы и методы
Материалом для исследования послу-

жили фекалии северных оленей (Rangifer 
tarandus Linnaeus, 1758) и пушных зве-
рей – норок (Mustela lutreola Linnaeus, 
1761; Neovison vison Schreber, 1777), пес-
цов (Vulpes lagopus Linnaeus, 1758), лисиц 
(Vulpes vulpes Linnaeus, 1758) и енотовидных 
собак (Nyctereutes procyonoides Gray, 1834), 
исследованные в лаборатории по изучению 
паразитарных болезней на базе кафедры па-
разитологии им. В. Л. Якимова ФГБОУ ВО 
СПбГАВМ в период с 2009 по 2019 годы. 
Копрогельминтоскопию проводили мето-
дом осмотра фекалий; копролярвоскопию 
– методами Вайда и Бермана-Орлова; копро-

Рис. 1. Нитевидные объекты в фекалиях северных оленей: А – внешний вид фекалий с несколькими волосками 
оленя; Б и В – корневая часть волоска; Г и Д – дистальная часть волоска; Е – внешний вид фекалий с несколькими 
нематодами отряда Strongylida; Ж и З – краниальный конец гельминта; И и К – каудальный конец гельминта. А и Е 
– деление шкалы равно 1 см; Б-Д, Ж-К – световая микроскопия методом светлого и тёмного поля, деление шкалы 
равно 0,5 мм, увеличение х4 по объективу. Фото: О. А. Логинова.

avvb_2019_03.indd   43avvb_2019_03.indd   43 07.09.2019   14:40:0907.09.2019   14:40:09



44 Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 3 (43), 2019

ПАРАЗИТОЛОГИЯ
овоскопию – флотационными (Дарлинга – 
оригинальный и усовершенствованный [2]) 
и седиментационными (Демидова) методами. 
Для световой микроскопии полученных вре-
менных препаратов методом светлого поля 
применяли микроскопы Микмед-6 (ЛОМО), 
Микротон-200М (Петролазер), методом тём-
ного поля – МБС-10 (ЛОМО). Фоторегистра-
цию осуществляли при помощи зеркальной 
фотокамеры EOS D Mark II (Canon), камеры 
смартфона Xperia XA2 (SONY) и камеры 
смартфона Mi MIX 2 (Xiaomi).

Результаты исследований
При осмотре фекалий северных оленей 

встречались белесые эластичные нитевид-
ные объекты длиной от 0,5 до 2 см (Рис. 1).

При проведении копролярво- и копро-
овоскопии в материале от северных оленей 
обнаруживали личинок нематод и сходные с 
ними объекты (Рис. 2).

Кроме того, наряду с типичными яйцами 
нематод в фекалиях северных оленей улав-
ливали объекты, напоминающие таковые по 
ряду признаков (форма, размер, строение), 
но не полностью соответствовавшие им 
(Рис. 3 и 4).

В фекалиях молодняка норок были об-
наружены яйца гельминтов, идентифици-
рованные по их строению и размерам как 
Toxascaris leonina [3, 4] (Рис. 5).

Обсуждение результатов
Эластичные нитевидные белёсые объ-

екты, обнаруженные в фекалиях северных 
оленей, могут быть как паразитическими 
кишечными нематодами отряда Strongylida, 
так и волосками из шерстного покрова жи-
вотных (Рис. 1А и Е). Примечательно, что та-
кие волоски, оказавшись во влажной среде, 
теряют упругость, но приобретают эластич-
ность. Таким образом, они напоминают па-
разитических червей не только по размерам, 
цвету и форме, но и на ощупь. Для диффе-
ренциальной диагностики этих объектов до-
статочно провести их микроскопию (Рис. 1 
Б-Д, Ж-К). 

Напоминать гельминтов в фазе личинки 
могут и растительные фрагменты (Рис. 2). 
Однако они никогда не будут обладать свой-

Рис. 2. Световая микроскопия методом светлого поля 
временных препаратов из фекалий северных оленей:  
А – личинки первого возраста мозговой нематоды 
Elaphostrongylus rangiferi (каудальные концы загнуты, 
снабжены шипиками); Б – растительный фрагмент; 
В – личинка третьего возраста кишечной нематоды рода 
Trichostrongylus (краниальный конец обращён наверх), 
увеличение х20 по объективу. Фото: О. А. Логинова. 

Рис. 3. Объекты из фекалий северных оленей, иден-
тифицированные как яйца кишечных нематод отряда 
Strongylida:  А – яйцо с нетипичными заострениями 
на полюсах, обнаруженное при седиментации; Б – то 
же, обнаруженное флотационным методом; В – то же, 
но заострения на полюсах менее выражены; Г – ти-
пичное яйцо для сравнения, световая микроскопия 
методом светлого поля, увеличение х40 по объективу. 
Фото: О. А. Логинова.

Рис. 4. Объекты из фекалий северных оленей, иден-
тифицированные как яйца кишечных нематод рода 
Capillaria:  А – яйцо без характерных выпячиваний на 
полюсах; Б – то же, но оболочка не столь однородна; 
В – типичное яйцо при том же ракурсе, с фокусировкой 
только на одном полюсе; Г – типичное яйцо для срав-
нения, световая микроскопия методом светлого поля, 
увеличение х40 по объективу. Фото: О. А. Логинова.
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Рис. 5. Обследование пушных зверей на гельминтозы: А – песец в клетке (шеде); Б – норка в клетке; В – фекалии 
пушных зверей на земле под шедом; Г – яйцо Toxascaris leonina, световая микроскопия методом светлого поля, 
увеличение х40 по объективу. Фото: Ю. Е. Кузнецов.

ством подвижности. Кроме того, более тща-
тельное изучение их внутренних структур, 
особенно на терминальных участках, помо-
жет в их корректной идентификации. Подоб-
ные объекты принято называть псевдопара-
зитами (pseudoparasites).

Что касается нематодных яиц с нетипич-
ными выпячиваниями (Рис. 3) или, напротив, 
отсутствием таковых (Рис. 4), то причинами 
тому могут служить как природный поли-
морфизм яиц, так и деформация яиц в про-
цессе обнаружения. В отношении яиц с неха-
рактерными заострениями более вероятной 
представляется версия полиморфизма, так 
как такие яйца были обнаружены и седимен-
тационными, и флотационными методами, 
что минимизирует вероятность воздействия 
на них процедуры исследования. Вопрос 
о причинах полиморфизма следует считать 
открытым. Он может быть как естественным 
(динамичность эволюционных процессов: 
закрепление/изменение признака), так и про-
тивоестественным (в результате воздействия 
на самку антигельминтных препаратов).

Случай с выявлением яиц T. leonina в ма-
териале от норок наглядно иллюстирует осо-
бенности работы с копрологией полудиких 

животных (Рис. 5). Получить от них матери-
ал ректально на практике не представляется 
возможным. Животные содержатся в специ-
альных клетках (шедах), размещённых выше 
уровня земли и снабжённых сетчатым по-
лом, чтобы экскременты, падая, оставляли 
шед максимально чистым (Рис. 5В). Поэтому 
для исследования собирают свежевыделен-
ные фекалии с самой верхней части той мас-
сы, что скапливается под шедом. Поскольку 
считается, что T. leonina не паразитирует 
у норок, было необходимо либо пересмо-
треть этот постулат, либо выявить источник 
ошибки. В результате было установлено, 
что в тех клетках, где в момент отбора проб 
находился молодняк норок, ранее содержа-
лись песцы, заражённые токсаскариозом. 
После того, как животных пересадили, 
экскременты с земли убрали, но не слиш-
ком тщательно. Таким образом, при отборе 
проб тонкий слой фекалий молодняка но-
рок смешался с остатками нижележащего 
слоя фекалий песцов. Истинно паразити-
ческие объекты, обнаруживаемые у опре-
делённого животного, но не свойственные 
для него, принято называть ложными пара-
зитами (spurious parasites). 
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Примечательно, что паразиты животных-

жертв встречаются не только в экскрементах 
животных-хищников (например, пушных зве-
рей), но и у северных оленей. Суровые условия 
обитания и скудность кормовой базы вынуж-
дают оленей поедать мелких грызунов (лем-
мингов), а также рыбу, которой их иногда под-
кармливают оленеводы [6]. Не стоит забывать, 
что появлению псевдопаразитов способствует 
и копрофагия, которая может возникать как при 
недостатке корма, так и вследствие извращения 
аппетита, вызванного болезнью. 

Заключение
Таким образом, при копрологической диа-

гностике гельминтозов полудиких животных 
источниками ошибок первого рода могут 
быть: 1) псевдопаразиты – объекты живой 
и неживой природы, такие как волоски жи-
вотных, растительные фрагменты и прочее 
[5]; 2) ложные паразиты (появляющиеся как 
из-за погрешностей протокола исследования 
на предиагностическом этапе, так и из-за 
особенностей диеты исследуемого животно-

го). Источниками ошибок второго рода могут 
быть: 1) полиморфизм возбудителей; 2) де-
формация паразитов во время исследования.
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Аннотация. Проведен микробиологический мониторинг лососевых рыб, выращиваемых в аквакультуре Севе-
ро-Западного региона страны. Выполнено 442 исследования, выделено 235 этиологически значимых штаммов 
микроорганизмов. Наиболее часто от лососевых рыб высевается грамотрицательная микрофлора – йерсинии, 
миксобактерии, псевдомонады, обладающая высокой чувствительностью к препаратам цефалоспоринового 
и фторхинолонового рядов, а также хлорамфениколу и резистентная к фуразолидону, пиперациллину, канами-
цину, амикацину, азтреонаму. Впервые в стране описан случай выделения в аквакультуре грамположительных 
бактерий Renibacterium salmoninarum и изучена их антибиотикорезистентность. В марикультуре при массовой 
гибели из внутренних органов и жаберного аппарата рыб выделяли микроорганизмы Flexibacter branchiophila 
(Flavobacterium branchiophilum) с сопутствующей кокковой микрофлорой; их антибиотикорезистентность пред-
ставляет теоретическую значимость, так как в условиях крупных морских рыбоводных комплексов проводить 
терапию физически невозможно. Применение лекарственных препаратов во всех случаях должно быть основано 
на результатах бактериологического исследования, а стратегия борьбы с болезнями основываться на мировом 
опыте вакцинопрофилактики. 
Summary. The study concerned the microbiological monitoring of salmonid fi shes, grown in the aquaculture of the 
North-West region of the country. 442 studies were performed, 235 etiologically signifi cant strains of microorganisms 
were revealed. Most often salmonid fi shes are infected by the gram-negative microfl ora – yersinia, myxobacteria, 
pseudomonades, having the high sensibility to substances of cephalosporin and fl uroquinolone ranges, as well as to 
chloramphenicol and resistant to furazolidone, piperacillin, kanamycin, amikacin, aztreonam. First-time is detection of 
such gram-positive bacteria as Renibacterium salmoninarum in the aquaculture of the country is described; its resistance 
to antibiotics has been studied. In the marine culture during the mass mortality such microorganisms as Flexibacter 
branchiophila (Flavobacterium branchiophilum) with the accompanying coccal microfl ora were found in internal organs 
and the gill apparatus of fi shes; its resistance to antibiotics is theoretically signifi cant, as it is physically impossible to 
carry out the therapy under the conditions of large scale sea fi sh breeding complexes. In all cases pharmaceuticals can 
be applied basing on results of bacteriologic studies, and the disease fi ghting strategy should be based on the global 
experience of vaccine prophylactics.
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Введение 
С каждым годом мировой спрос на про-

дукцию аквакультуры возрастает все силь-
нее, что в свою очередь стимулирует раз-
витие отрасли. Обеспечение достаточного 
количества и высокого качества рыбной 
продукции возможно только в условиях ис-
пользования современных технологий, соче-
тающих использование открытых водоемов 
и погружных садков. Для интенсивного вы-
ращивания необходимо увеличение плотно-
сти гидробионтов до 40 кг на 1 кубический 
метр и выше. Несомненные плюсы высоких 
плотностей выращивания: технологичность 
и удобство рыбоводных процессов, уравно-
вешиваются серьезной опасностью развития 
инфекционных болезней, особенно бактери-
альных, и ухудшением санитарно-гигиени-
ческих условий содержания гидробионтов.

По сведениям Ассоциации «Росрыбхоз» 
выращивание товарной рыбы за последние 
годы в субъектах Российской Федерации воз-
росло с почти 135,5 тыс. тонн в 2012 году до 
более 173,6 тыс. тонн в 2016 году. Лидером 
в отрасли является Южный федеральный 
округ – 63,5 тыс. тонн, на втором месте – 
активно развивающийся Северо-Западный 
федеральный округ – 37,2 тыс. тонн продук-
ции аквакультуры, которая является приори-
тетным направлением сельского хозяйства 
региона.

Наращивание объемов производства, ак-
тивная торговля рыбопосадочным материа-
лом между областями и странами, увеличе-
ние плотности посадки и количества хозяйств 
в локальных акваториях неизбежно сопро-
вождается возникновением бактериальных 
болезней. Для купирования заболеваний, а в 
ряде случаев и с профилактическими целя-
ми работники хозяйств начинают необосно-
ванно широко и нерационально применять 
антибиотики, что в конечном итоге приводит 
к селекции антибиотикорезистентных штам-
мов микроорганизмов, увеличению затрат 
на последующие лечебные мероприятия при 
снижении их эффективности, продолжитель-
ному бактерионосительству. 

Цель настоящего исследования – изуче-
ние этиологической структуры возбудите-
лей инфекционных болезней лососевых рыб 

в Северо-Западном регионе, а также уров-
ня антибиотикорезистентности выделенных 
изолятов.

Материалы и методы 
В период с января 2016 года по декабрь 

2018 исследованиям подвергнуто 10636 экз. 
форели радужной, 1104 экз. атлантическо-
го лосося, 1699 экз. лососевых рыб других 
видов (пелядь, чир, муксун, сиг, кумжа) из 
предприятий Северо-Западного региона; на-
учные исследования выполняли в лабора-
тории ихтиопатологии ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ 
РАН. Отбор проб и бактериологические ис-
следования выполняли по общепринятым 
методикам, в соответствии со Сборником 
инструкций по борьбе с болезнями рыб и 
другими нормативными документами [7, 9]. 
Для идентификации использованы схемы, 
изложенные в «Руководстве по определению 
бактерий» [6] и «Определителе нетривиаль-
ных патогенных грамотрицательных бакте-
рий» [2]. Для дифференциации микроорга-
низмов проводили посевы на селективные 
и накопительные среды: SKDM и KDM-2 – 
для Renibacterium salmoninarum; Anacker & 
Ordal,s; FPM – для Flexibacter columnaris, 
Flexibacter branchiophila, Cytophaga 
psychrophila; Furunculosis agar, бактоагар 
Дифко, TSA, TSB, SW, МПА с фенилала-
нином и МПБ – для Aeromonas salmonicida 
(и подвижных видов: Aeromonas, Pseudomo-
nas), йерсиний и др.видов; среда №10, сы-
вороточный агар, энтерококкагар – стафило-
кокков, стрептококков [1, 8]. Полимеразная 
цепная реакция (ПЦР) проводилась с исполь-
зованием праймеров, предложенных МЭБ [10] 
и авторского дизайна [4]. 

Определение чувствительности к анти-
бактериальным препаратам проводилось 
диско-диффузионным методом с использо-
ванием дисков фирм ООО «НИЦФ» (Рос-
сия), «HIMEDIA» (Индия), «OXOID» (Ве-
ликобритания).

Чувствительность выделенных штаммов 
грамотрицательных микроорганизмов опреде-
ляли к офлоксацину, ломефлоксацину, энроф-
локсацину, норфлоксацину, ципрофлоксацину, 
амикацину, цефалексину, цефиксиму, ампицил-
лину, пипероциллину, меропенему, цефепиму, 
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хлорамфениколу (левомицетину), карбеницил-
лину, канамицину, полимиксину, тетрацикли-
ну, фурадонину, гентамицину, тобрамицину, 
цефазолину, цефалотину, цефтриаксону, эри-
тромицину, фуразолидону, линкомицину.

Чувствительность Renibacterium salmoni-
narum определяли к ванкомицину, гентами-
цину, линкомицину, рифампицину, ципроф-
локсацину, эритромицину, стрептомицину, 
цефоперазону, цефипиму, имипенему, нор-
сульфазолу, сульфанетоксазолу, сульфади-
мезину, триметоприму, моксифлоксацину, 
энрофлоксацину, норфлоксацину.

Этиологическую роль и вирулентность 
выделенных микроорганизмов определяли 
в биопробе. 

Результаты и обсуждение
В исследуемый период было зарегистри-

ровано 442 обращения для бактериологиче-
ского исследования гидробионтов разных 
видов из рыбоводческих хозяйств Северо-За-
падного региона. Положительные результаты 
получены в 75 случаях, что составляет 17%, 
в остальных случаях роста вирулентной бак-
териальной микрофлоры выявлено не было.

Наиболее часто выявлялись миксобакте-
рии, возбудитель йерсиниоза и псевдомона-
ды (табл. 1).

Таблица 1

Спектр выделенных микроорганизмов

Вид бактерии Количество случаев 
выявления Вид бактерии Количество случаев 

выявления
Cytophaga psychrophila 

(Flavobacterium psychrophilum) 30 Streptococcus sp. 3

Yersinia ruckeri 28 Flexibacter branchiophila 
(Flavobacterium branchiophilum) 2

Pseudomonas chlororaphis 18 Enterococcus sp. 2
Flexibacter columnaris 

(Flavobacterium columnare) 17 Enterobacter sp. 1

Renibacterium salmoninarum 10 Aeromonas salmonicida 1
Aeromonas sobria 9 Морская аквакультура
Aeromonas caviae 7 Vibrio wodanis 4

Citrobacter freundii 6
Tenacibaculum maritimum 

(Cytophaga marina; Flexibacter 
maritimus)

3

Pseudomonas fl uorescens 5 Moritella viscosa 2

Pseudomonas putida 4 Flexibacter branchiophila 
(Flavobacterium branchiophilum) 2

Из грамотрицательной флоры превали-
ровала Cytophaga psychrophila. При этом 
установлено, что аэромонады, псевдомона-
ды и миксобактерии чаще всего выявляются 
в виде ассоциаций с разными значениями 
КОЕ в первичных посевах, патогенность 
которых при постановке биопробы обычно 
незначительная, развития клинических при-
знаков не наблюдается. Контаминация вну-
тренних органов рыб слабовирулентными 
формами бактерий свидетельствует о тече-
нии бактериальной геморрагической септи-
цемии (БГС) и общем снижении резистент-
ности организма рыб. 

Для Yersinia ruckeri, выделенных из вну-
тренних органов, был характерен обиль-
ный, переходящий в сливной, рост микро-
организмов, что обычно свидетельствует об 
острой септицемии. Практически во всех 
случаях заболевание протекало по типу мо-
ноинфекции.

Доля стрептококков, энтерококков, непод-
вижных аэромонад Aeromonas salmonicida – 
возбудителя фурункулеза лососевых в струк-
туре выделенных в анализируемый период 
штаммов микроорганизмов крайне незначи-
тельна (1–3 случая).

Выявлено 10 случаев выделения грам-
положительных микроорганизмов вида 
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Renibacterium salmoninarum – возбудителя 
бактериальной почечной болезни (bacterial 
kidney disease, BKD). Формирование коло-
ний на плотных средах KDM-2 и SKDM от-
мечалось на 15 и 21 сутки (соответственно), 
что свидетельствовало об открытой форме 
болезни, а в ряде случаев на 45 и 55 сутки 
как латентное носительство. Следует отме-
тить, что это первое сообщение о выявление 
возбудителя BKD в аквакультуре России. 

В марикультуре от рыб изолировали ми-
кроорганизмы Tenacibaculum maritimum 
(Cytophaga marina; Flexibacter maritimus), 
Vibrio wodanis, Moritella viscosa. Данная 
микрофлора является условно-патогенной, 
и её спектр свидетельствует о снижении 
резистентности организма лососевых рыб 
в зимний период. Нарушение биотехники вы-
ращивания, влияние других стресс-факторов 
и дальнейшее угнетение иммунитета прово-
дило как к развитию самостоятельных забо-
леваний, так и к вспышкам ассоциированной 
инфекции.

В таблице 2 представлена чувствитель-
ность к антимикробным препаратам ми-
кроорганизмов, наиболее часто выделяе-
мых от рыб. Аэромонады, за исключением 

Таблица 2

Наибольшая чувствительность к антибактериальным препаратам 
грамотрицательных бактерий, выделенных от рыб (по видам)

Наименование антибиотика Cytophaga 
psychrophila Yersinia ruckeri Pseudomonas 

chlororaphis
Flexibacter 
columnaris

Офлоксацин (ОФ) + + + ±
Энрофлоксацин (ЭФ) + + + ±
Цефалексин (ЦФЛ) + ± ± +
Норфлоксацин (НОР) ± ± ± ±
Ципрофлоксацин (ЦИП) ± + ± ±
Ломефлоксацин (ЛОМ) + + + +
Ампициллин (АМП) - - ± ±
Цефипим (ЦПМ) ± ± + +
Хлорамфеникол (С) ± ± ± +
Тетрациклин (ТЕТ) ± ± ± -
Налидиксовая кислота (НК) - - ± ±
Цефазолин (ЦЗ) + ± + ±
Цефтриаксон (ЦРО) + + ± ±
Фуразолидон (ФРН) - - ± -

Примечание: Чувствителен – «+»; промежуточная чувствительность – «+»; резистентность – «-».

A. salmonicida, псевдомонады вида P. putida, 
а также стрептококки и энтерококки для рыб 
являются условно-патогенными, поэтому 
единичные случаи их выявления, в составе 
микробных ассоциаций, позволили не учи-
тывать их индивидуальные характеристики 
чувствительности при подборе антибактери-
альной терапии. 

Установлено, что большая часть штам-
мов сохраняет чувствительность к препара-
там цефалоспоринового ряда (цефтриаксон, 
цефолексин, цефипим), фторхинолонового 
ряда (энрофлоксацин, норфлоксацин, офлок-
сацин и т.п.), хлорамфениколу, при этом все 
штаммы отличались высокой резистентно-
стью к фуразолидону, пиперациллину, кана-
мицину, амикацину, азтреонаму, за исклю-
чением нескольких штаммов Pseudomonas 
chlororaphis.

Как видно из таблицы 3, все выделенные 
штаммы Renibacterium salmoninarum были 
умеренно- и высокочувствительны к синте-
тическим производным амида сульфанило-
вой кислоты, карбапенемам, эритромицину, 
хорошую активность показал синтетический 
бактериостатик, производный диаминопи-
римидина – триметоприм. Высокий уровень 
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Таблица 3

Чувствительность Renibacterium salmoninarum к антибактериальным препаратам
Наименование антибиотика Чувствительность Наименование антибиотика Чувствительность

Рифампицин ± Норсульфазол +
Цефоперазон ± Сульфаметоксазол ±
Цефипим ± Сульфадимезин ±
Имипенем + Триметоприм +
Моксифлоксацин ± Эритромицин +

резистентности установлен для гентамици-
на, ванкомицина, стрептомицина, препара-
тов тетрациклинового и фторхинолонового 
рядов I поколения, пенициллиновой группы.

В марикультуре серьезную опасность 
представляет выявление из внутренних ор-
ганов (почек) рыб и жаберного аппарата 
микроорганизмов Flexibacter branchiophila 
(Flavobacterium branchiophilum) с сопут-
ствующей кокковой микрофлорой. Инфици-
рование жабр свидетельствует о развитии 
бактериальной жаберной болезни (BGD), 
при котором за короткое время происходит 
массовая гибель рыбы без видимой патоло-
гии. Со временем инфекционный процесс 
переходит в хроническую стадию, что со-
провождается высокой смертностью рыб 
с проявлением клинических признаков бо-
лезни: отказ от корма, дезориентация в про-
странстве (рыба принимает вертикальное 
положение, хаотичное плавание), отсутствие 
реакций на внешние раздражители, увеличе-
ние числа дыхательных движений, открытые 
жаберные крышки. Пораженная и ослаблен-
ная бактериальной жаберной болезнью рыба 
восприимчива к заражению условно-пато-
генными микроорганизмами бактериальной 
и/или грибной природы.  Для лечения 
миксобактериоза (флавобактериоза, BGD) 
можно применять лекарственные средства, 
однако в условиях морских рыбоводных 
комплексов это физически невозможно. По-
этому борьба с болезнью и предотвращение 
дальнейшего распространения возбудите-
ля заключается в соблюдении ветеринарно-
санитарных правил: своевременный сбор 
и утилизация трупов и рыб с клиническими 
признаками заболевания, регулярная очистка 
делей от остатков корма, продуктов жизнеде-
ятельности.

Заключение
При отсутствии симптомов бактериаль-

ных заболеваний самостоятельное назначение 
и применение антимикробных препаратов яв-
ляется нерациональным и неэффективным, 
так как доля истинных вирулентных возбу-
дителей болезней в активно развивающей-
ся аквакультуре Северо-Запада пока невели-
ка – 17%. Большое влияние на формирование эко-
номических потерь в отрасли в настоящее вре-
мя оказывают неблагоприятные экологические 
условия, несоблюдение условий содержания, 
плотностей посадки, кормовые токсикозы и т. п. 
Бесконтрольное применение препаратов в усло-
виях неподтвержденного диагноза и определен-
ной антибиотикограммы способствует форми-
рованию антибиотикорезистентных штаммов 
микроорганизмов, что ограничивает в даль-
нейшем выбор медикаментозных средств борь-
бы, формирует очаг бактерионосительства и, 
в целом, негативно влияет на окружающую сре-
ду, организм рыб и потребительские качества 
продукции.

Знание этиологической структуры ин-
фекционной болезни и резистентности вы-
являемой микробной ассоциации на пред-
приятии является основой для выработки 
стратегии антибактериальной терапии. Приме-
нение препаратов должно быть основано на ре-
зультатах микробиологического исследования. 
В случае массовой гибели рыб с объективны-
ми подозрениями на бактериальное заболева-
ние (язвенные поражения на теле, экзофталь-
мия и т. п.), вызываемое грамотрицательной 
микрофлорой, для незамедлительного назначе-
ния необходимо использовать препараты цефа-
лоспоринового ряда (цефтриаксон, цефолексин, 
цефипим), фторхинолонового ряда (энрофлок-
сацин, норфлоксацин) или хлорамфеникол. При 
этом антибиотикотерапия не гарантирует 100% 
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ликвидации заболевания йерсиниозом, миксо-
батериозом и некоторыми другими, а также от-
сутствия повторных вспышек, вследствие вы-
сокой устойчивости возбудителей во внешней 
среде, особенно при наличии большого коли-
чества органических веществ (донные иловые 
отложения, слабопроточная, застойная вода, за-
грязненные дели и т.п.) что неизбежно при ин-
тенсивном производстве. 

Гораздо целесообразней мировая практика 
борьбы с бактериозами рыб, которая заключает-
ся в поголовной вакцинопрофилактике и соблю-
дении ветеринарно-санитарных правил при вы-
ращивании. В России также ведется разработка 
и внедрение вакцинных препаратов из эндемич-
ных штаммов бактерий, так как авторам важно, 
чтобы профилактика способствовала устойчи-
вому биологическому производству продукции 
при незначительном, строго обоснованном по-
треблении антибиотиков [3, 5].
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Аннотация. Приведены материалы экспериментальной работы по поиску аналога органического красителя «фи-
олетовый К», ранее применяемого в рыбоводстве. Первый этап эксперимента включал в себя отработку мето-
дики выделения и культивирования «гросс-культуры» микромицетов р. Saprolegnia на различных приманках. 
На втором этапе эксперимента отрабатывалась методика заражения оплодотворенной икры осетровых рыб пара-
зитическими организмами р. Saprolegnia. Третий этап эксперимента включал в себя апробирование химических 
веществ в производственных условиях. Для борьбы с сапролегниозом икры осетровых рыб были использованы 
следующие препараты: формалин, перекись водорода, «Монклавит-1». Выявлено, что применение формалина 
в качестве препарата для борьбы с сапролегнией в период инкубации икры осетровых видов рыб нецелесообраз-
но, так как данное вещество даже в низких концентрациях обладает сильным токсическим эффектом. После об-
работки икры препаратом «Монклавит-1» патологий у эмбрионов не выявлено, однако данное средство оказалось 
малоэффективным, так как оказало негативное влияние на микромицеты р. Saprolegnia только при использовании 
самой высокой концентрации – 3 %. Обработка икры 3%-ным раствором препарата «Монклавит-1» приводила 
к уплотнению оболочек икры. Использование перекиси водорода перспективно, однако необходимы дополни-
тельные исследования по поиску растворов с оптимальными концентрациями, а также разработки нового метода 
внесения препарата.
Summary. The article presents the materials of experimental work on searching of the organic coloring agent “purple 
K” analogue, previously used in fi sh farming. The fi rst stage of the experiment included the development of methods of 
differentiation and cultivation of “gross culture” micromycetes R. Saprolegnia on various baits. At the second stage of the 
experiment the method of infecting fertilized sturgeon eggs with Saprolegnia parasitic organisms was worked out. The third 
stage of the experiment included testing of chemicals in production conditions. In order to cure saprolegnios of sturgeon fi sh 
eggs the following agents were used: formalin, hydrogen peroxide, “Monklavit-1”. It was identifi ed that the use of formalin 
as the drug to cure saprolegnia during the incubation of sturgeon species is impractical, since this substance has a strong 

avvb_2019_03.indd   53avvb_2019_03.indd   53 07.09.2019   14:40:1007.09.2019   14:40:10



54 Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 3 (43), 2019

toxic effect even in low concentrations. After treatment of eggs with the drug “Monklavit-1” pathologies in embryos were 
not revealed, but this agent was not effective, as it had a negative impact on the micromycetes of R. Saprolegnia only with 
the highest concentration – 3 %. Treatment of eggs with 3% solution of the drug “Monklavit-1” led to compaction of the 
egg shells. The usage of hydrogen peroxide is potentially productive, but additional research is necessary in order to fi nd 
solutions with optimal concentrations, as well as the development of a new method of introducing the drug.

ФАРМАКОЛОГИЯ

Введение
Благополучие объектов аквакультуры по 

инвазионным и инфекционным заболевани-
ям – важнейшее условие, необходимое для 
нормального функционирования и рента-
бельности рыбоводного хозяйства. Повы-
шение интенсификации рыбоводного про-
цесса, как правило, приводит к ухудшению 
экологической и эпизоотической ситуации, 
а зачастую и к возникновению эпизоотий, 
что наносит прямой экономический ущерб 
от потерь, связанных как с гибелью рыб, так 
и с недополучением рыбного сырья высоко-
го качества. В связи с этим для поддержания 
эпизоотического благополучия рыбоводных 
хозяйств необходимо не только регулярно 
проводить профилактические рыбоводно-
мелиоративные мероприятия, но и иметь 
достаточное количество и широкий ассорти-
мент лекарственных средств. 

Основой государственного контроля ка-
чества и безопасности выпускаемых лекар-
ственных препаратов в области ветеринарии 
служит лицензирование фармацевтической 
деятельности, осуществляемой согласно ФЗ 
«О лицензировании отдельных видов дея-
тельности» от 04.05.2011 г. № 99–ФЗ, с изме-
нениями и дополнениями от 03.08.2018 г. [16]; 
приказа Россельхознадзора от 19.04.2012 г. 
№ 191 «О лицензировании фармацевтической 
деятельности», с изменениями и дополнения-
ми от 18.05.2012 г. [10].

Следует отметить, что применение неза-
регистрированных препаратов допускается 
только при проведении их производственных 
испытаний, при этом препарат должен прой-
ти полный цикл доклинических исследо-
ваний (определение токсичности для рыб и 
теплокровных животных, сроков выведения 
вещества из рыбы, влияние его на воспроиз-
водительную функцию, потомство и т. д.).

Для профилактики инфекционных заболе-
ваний рыб на рыбоводных хозяйствах в со-
ответствии с документом «Рекомендации по 
организации противопаразитарных обрабо-

ток в рыбоводстве» [12], утвержденным Де-
партаментом ветеринарии Минсельхозпрода 
РФ 07.10.1999 г., эффективно использовали 
органический краситель «фиолетовый К», 
однако при вступлении в силу с 1 сентября 
2017 года стандартов на рыбную продукцию 
в соответствии с требованиями техническо-
го регламента Евразийского экономическо-
го союза «О безопасности рыбы и рыбной 
продукции» (ТР ЕАЭС 040/2016) [15] при-
менение данного химиотерапевтического 
средства запрещено. Запрет на использова-
ние красителей в аквакультуре обусловлен 
опасностью для здоровья человека от упо-
требления рыбы, содержащий в себе данное 
средство: ряд исследований показал наличие 
у веществ явных канцерогенных и тератоген-
ных свойств [11].

В связи с этим целью исследований явля-
ется поиск эффективных противомикозных 
средств, допустимых к применению в аква-
культуре.

Микозы у рыб и икры инициируют плес-
невые микромицеты порядка сапролегние-
вые (Saprolegniales), относящиеся к несколь-
ким родам: Achlya, Aphonomyces, Dictyuchus, 
Leptolegnia, Saprolegnia и др. [4]. По клас-
сификации Г. Ц. Айнсворта сапролегниевые 
грибы принадлежат к царству грибов, от-
делу Eumycota, классу Oomycetes, порядку 
Saprolegniales, семейству Saprolegniaceae. 
Наиболее распространенными и патогенны-
ми являются следующие виды: Ach. fl agellate, 
Ach. laevis, D. monosporus, S. ferax, S. mixta, 
S. parasitica [5]. Температурный оптимум 
для вышеуказанных видов микроорганиз-
мов составляет 15–20оС, как и для развития 
оплодотворенной икры осетровых рыб. Кро-
ме того, при интенсивном выращивании рыб 
в системах замкнутого водоснабжения, в от-
личие от прямоточных систем, возрастает 
риск распространения инфекционного аген-
та и повышения уровня зараженности рыб. 
Сапролегнией, как правило, поражается не-
оплодотворенная, травмированная, физио-
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логически неполноценная икра при инку-
бировании. При контакте с мертвой икрой, 
пораженной микромицетами, возможно за-
ражение и живых развивающихся икринок. 
Потери от этого заболевания могут дости-
гать 90 % [5, 6]. Негативное влияние пред-
ставителей рр. Saprolegniales и Achlya выра-
жено в разрыхлении поверхности оболочек 
икры с последующей их деструкцией и ваку-
олизацией, в ряде случаев гифы прорастают 
внутрь икринок.

Материалы и методы 
Материалом для исследований послужила 

оплодотворенная икра стерляди (Acipenser 
ruthenus), пробы воды и налета с поверхно-
сти тела карповых рыб, зараженных сапро-
легнией, и пораженная микромицетами икра 
осетровых видов рыб (севрюги) в период 
инкубации. Эксперимент по искусственному 
воспроизведению сапролегниоза на икре осе-
тровых рыб и апробации веществ в борьбе с 
микозной инфекцией проводили с февраля 
по июнь 2018 г. Обработку икры дезинфи-
цирующими средствами проводили методом 
кратковременных лечебных ванн [2, 11] на 
16-й и 21-й стадиях развития [5]. Для оценки 
воздействия дезинфицирующих средств на 
развитие эмбрионов определяли стандарт-
ные рыбоводно-биологические показатели: 
процент оплодотворения, развития, выкле-
ва предличинок [13], а также процент зара-
жения микромицетами р. Saprolegnia, про-
цент патологий [1]. Показатели определяли 
с использованием микроскопа Биомед МС-1 
Стерео. [4, 6, 7, 17]. При выделении и культи-
вировании микромицетов, изолированных из 
пораженной икры, воды, использовали мето-
ды, применяемые для изучения водных оо-
мицетов по Цейпу. Всего было собрано 330 
проб и проведено 3630 анализов.

Работа с патогенными микроорганизмами 
проводилась в стерильных условиях на базе 
лаборатории ихтиопатологии ФГБНУ «Касп-
НИРХ», имеющей лицензию на деятельность, 
связанную с паразитическими организмами, 
относящимися к III и IV группам патогенно-
сти. Производственную часть эксперимента 
осуществляли на базе НЭБ «Биос» ФГБНУ 
«КаспНИРХ». При планировании экспери-

мента были учтены обработки инкубаци-
онных аппаратов, рыбоводного инвентаря 
хлорамином Б (20 г/м3 в течение 24 часов), ре-
гулярные заправки дезинфицирующих коври-
ков раствором «Forbicid» (0,5 %-ный раствор), 
а также соблюдение общих правил санитарии 
в инкубационном цехе. 

Первый этап эксперимента включал в 
себя отработку методики выделения и куль-
тивирования «гросс-культуры» грибов р. 
Saprolegnia на различных приманках. Для 
этого были отобраны пробы воды и вато-
образного налета с поверхности тела карпо-
вых рыб, а также зараженная икра севрюги 
в период их инкубации на НЭБ «БИОС». 
В лабораторных условиях культивировали 
микромицеты с помощью «приманок» (про-
варенное льняное семя, личинки гаммаруса 
и вареный куриный белок) до образования 
зооспорангий и гемм. В дальнейшем экспе-
римент проводили с использованием куль-
тур, выделенных на вареном курином белке. 
«Приманку» с мицелием грибов промывали 
в стерильной водопроводной воде и помеща-
ли в стерильные чашки Петри с такой же во-
дой. Инкубацию проводили при температуре 
19–20оС. По мере роста мицелия проводили 
микроскопию для определения «чистоты» 
культуры и наличия органов размножения.

Помимо механического способа очистки 
культур от бактериального загрязнения при-
меняли химические – в воду, содержащую 
мицелий грибов, добавляли растворы молоч-
ной и борной кислоты, задавая рН = 7–8.

На втором этапе эксперимента в лабора-
торных условиях в стерильные чашки Петри 
с оплодотворенной икрой (по 15 г) вносили 
стерильную водопроводную воду и «приман-
ку», содержащую культуру грибов на стадии 
образования зооспор. В контрольные емко-
сти вносили только икру. Опыты проведены 
при температуре воды 19–20оС, рН = 7–8, что 
максимально приближено к условиям инку-
бации на осетровых заводах.

Следующий этап эксперимента включал 
в себя апробирование химических веществ 
в производственных условиях. С этой целью 
для испытания были выбраны формалин, пе-
рекись водорода и «Монклавит-1», как сред-
ства, обладающие противомикробным, про-
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тивовирусным и фунгицидным действием. 
В рыбоводной практике для предупреждения 
заражения сапролегниевыми грибами икру 
перед закладкой на инкубацию обрабатыва-
ют 0,5 % раствором формалина (экспозиция – 
3 мин). Ввиду того что формальдегид – токсич-
ное вещество и под его воздействием проис-
ходит денатурация белка с образованием но-
вых соединений, было решено использовать 
предельно низкие концентрации (табл. 1). 
Ветеринарный йодосодержащий препарат 
«Монклавит-1» был успешно апробирован 
на инкубируемой икре радужной форели 
[4], однако на данный момент отсутствует 
информация о его эффективности в борьбе 
с сапролегниозом у осетровых рыб. Перекись 
водорода разрушает токсины и уничтожает 
инфекционные агенты, является сильным 
окислителем и, согласно литературным ис-
точникам, может применяться в рыбоводстве 
[11]. Однако сведения о дозировках и схемах 
введения вещества отсутствуют.

Для эксперимента 07.06.2018 г. была по-
лучена икра (рис. 3а) от двух самок стерляди 
весом 3,6 кг и 2,8 кг и оплодотворена спер-
мой от четырех самцов весом 1,8±0,05 кг. 
Оплодотворенную икру обесклеивали тани-
ном (0,7 г/л, экспозиция – 1 мин 40 сек) и за-
кладывали в инкубационные аппараты типа 
«Осетр» (по 50 г на лоток) (рис 3б). В экспе-
рименте было задействовано 13 вкладышей 
(12 вкладышей на обработку испытуемыми 

Таблица 1

Дозировки испытуемых веществ при экспериментальной обработке 
оплодотворенной икры стерляди

Наименование Экспозиция, мин. Концентрация раствора, %

Формалин
3 0,0020
10 0,0010
15 0,0006

Перекись водорода
5 0,0500
10 0,0300
15 0,0100

«Монклавит-1»

10
3,0000
2,5000
2,0000

15
1,5000
1,0000
0,5000

растворами разных концентраций и 1 вкла-
дыш – контроль). Стойка, задействованная 
в эксперименте, находилась в условиях пря-
мотока. Ежедневно проводился гидрохими-
ческий анализ воды [3]. 

В период инкубации провели эксперимен-
тальную обработку икры стерляди в ваннах 
с заданными концентрациями растворов 
формалина, перекиси водорода и препарата 
«Монклавит-1» (дважды – на 16 и 21 стадии 
развития икры), выдерживая икру в течение 
времени соответственно концентрациям рас-
творов (Таблица 1). Перед обработкой ис-
пытуемыми веществами икру на 3–5 мин 
погружали в физиологический раствор в со-
ответствии с технологией, принятой при 
работе с йодсодержащими препаратами в 
Финляндии [14]. Для выявления патомор-
фологических изменений развивающихся 
эмбрионов перед ваннами и спустя час по-
сле них проводили микроскопию из опыта и 
контроля. 

Параллельно был проведен эксперимент 
по заражению оплодотворенной икры стер-
ляди в чашках Петри в лабораторных усло-
виях. В качестве «приманок» использовали 
вареное куриное яйцо и икру севрюги, по-
раженную микромицетами р. Saprolegnia, 
предварительно промыв двукратно в сте-
рильной водопроводной воде. Процесс за-
ражения проходил при температуре воды 
19–21оС, рН = 8–9.
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В течение всего периода инкубации осу-

ществляли контроль и фотофиксацию эмбри-
онального развития стерляди и определения 
процента развития икры после обработки, 
для этого в чашку Петри отбирали 200 икри-
нок из каждого лотка и считали количество 
развивающихся и количество остановивших-
ся в развитии.

Результаты исследований и обсуждение
При выполнении первого этапа экспери-

мента (выделение сапролегниевых микроми-
цетов) активный рост грибов р. Saprolegnia 
отмечен на вареном курином белке, на семе-
нах льна и личинках гаммаруса зарастание 
происходило слабо (рис. 1). Из двух выбран-
ных кислот эффективной в борьбе с бактери-
альным загрязнением была борная кислота.

В результате исследований из воды и из 
пораженной икры севрюги выделены гросс-
культуры грибов р. Saprolegnia.

Второй этап эксперимента заключался в от-
работке методики заражения оплодотворенной 
икры осетровых рыб паразитическими гриба-
ми р. Saprolegnia. Для этой стадии опыта было 
проведено получение икры от двух самок стер-
ляди, процент оплодотворения икры составил 
90 % (согласно приказа № 377 Министерства 
сельского хозяйства РФ от 25.08.2015 г. сред-
ний процент оплодотворения – 60 %). Плодо-
витость соответствовала 84 шт./г (вес икры – 
11,9 мг)

Результаты показали, что заражение икры 
водными паразитическими грибами наступа-
ло через 12 часов (на 13–14 стадиях развития 
икры) (рис. 2). Через 30 часов после зараже-
ния на 20–21 стадии развития количество за-
раженной икры составило 5 %. 

Третий этап эксперимента проводили в 
производственных условиях. Известно, что 
на развитие сапролегниоза влияет также 
качество икры, которое в первую очередь, 
связано с физиологическим состоянием про-
изводителей. Плодовитость в среднем соот-
ветствовала 68 икринок на грамм, процент 
оплодотворения – 85 %. Полученные пока-
затели соответствовали норме [9] и являлись 
косвенным доказательством удовлетвори-
тельного состояния производителей стерля-
ди в период нерестовой кампании.

Параллельно с производственным экспери-
ментом проводили лабораторный по зараже-
нию икры сапролегниевыми микромицетами. 
Визуально начало заражения регистрировали 
через 11–13 часов после закладки икры (рис. 4). 
Патологии в пораженной сапролегниозом 
икре выражались в рыхлости верхней сту-
денистой оболочки, разрушении желточных 
оболочек, сглаживании границ между ними, 
прорастании гифов внутрь оболочек. Через 
35 часов от начала эксперимента процент по-
ражения опытной икры составлял 7,3 % от 
общего числа, в результате микроскопирова-
ния зараженной икры было выявлено, что она 
остановилась в развитии. Спустя 7 часов уро-
вень поражения достиг максимума, составив 
10,6 % от общего числа икры.

Обработку оплодотворенной икры стерля-
ди с зараженными «приманками» в чашках 
Петри проводили на 16 и 22 стадии по тем же 
схемам, как и обработку в аппарате. Результа-
ты эксперимента показали, что микромицеты 
продолжали развиваться после обработок рас-
творами как перекиси водорода, «Монклави-
та-1», так и формалина, что указывает на низ-
кую фунгицидную способность испытуемых 
веществ указанных концентраций.

Оплодотворенная икра, задействованная 
в эксперименте, при инкубации находилась 
в условиях прямотока. Гидрохимические 
показатели воды, приведенные в таблице 2, 
соответствовали нормативным [8], а так-
же свидетельствовали об оптимальных ус-
ловиях (t = 12,0–20,0°С; рН = 7,0–8,3; О2 = 
8,0–14,5 мг/л) для развития микромицетов р. 
Saprolegnia [6].

По результатам третьего этапа – произ-
водственного эксперимента, следует отме-
тить, что среди выбранных концентраций 
раствора перекиси водорода при использо-
вании 0,03 % выявлено наименьшее количе-
ство икры, пораженной микромицетами, но, 
вместе с тем, имели место случаи развития 
повреждений в оболочках икры и остановки 
в их развитии (табл. 3).

Единственный эффективный 3%-ный рас-
твор препарата «Монклавит-1», при исполь-
зовании которого  не регистрировался рост 
микромицетов, оказывал негативное влияние 
на оболочки икры, уплотняя их, что влияло на 
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выклев личинки. Так, при его использовании 
отмечено наименьшее количество выклюнув-
шейся личинки (1,8 %). Однако, именно эта 
концентрация препятствовала заражению здо-
ровой икры от «приманки», и после двукрат-
ной обработки раствором этой концентрации 
процент зараженной икры микромицетами 
был наименьший (11 %) (табл. 4).

После обработки икры 0,002 % раствором 
формалина отмечен минимальный уровень 
микозного заражения, но максимальный по-
казатель отхода (табл. 5). При этом количе-
ство развивающейся икры на стадии 23–24 
в лотке с контрольной группой составил 
76,9 %.

После первичной обработки (16 стадия) 
1%-ным, 1,5%-ным и 2,5%-ным растворами 
препарата «Монклавит-1» зафиксировано 
увеличение случаев остановки эмбриональ-
ного развития (18 стадия) по сравнению с 
контрольной группой в среднем на 1,6 %. 

Таблица 2

Гидрохимические показатели воды при инкубировании икры стерляди в эксперименте

Таблица 3

Показатели выживаемости оплодотворенной икры в период инкубации после 
экспериментальной обработки растворами перекиси водорода

Дата tоС рН О2 мг/л NH4 NO2 NO3

07.06.2018 18,4 7,6 6,4 0,66 0,12 4,7
08.06.2018 18,5 7,7 5,4 0,66 0,10 6,6
09.06.2018 18,9 7,6 6,7 0,56 0,09 6,4
13.06.2018 19,6 7,6 6,0 0,65 0,15 8,6
14.06.2018 19,7 7,8 7,8 0,43 0,14 5,5
15.06.2018 20,0 7,8 8,0 0,43 0,10 3,8
17.06.2018 20,4 7,9 8,0 0,16 0,07 3,7

Концентрация 
вещества, %

Стадия развития 
икры

Количество икры, 
остановившейся 
в эмбриональном 

развитии, %

Количество развива-
ющейся икры, %

Количество пора-
женной икры, % от 
общего количества 

в лотке

0,01
18 13 87 18

23-24 25,8 74,2 30

0,03
18 15 85 3

23–24 27,4 72,6 7

0,05
18 15 85 14

23–24 27,3 72,7 30

Контрольная группа
18 20,7 79,3 11

23–24 23,1 76,9 19

При обработке икры остальными растворами 
препаратов процент остановившейся в раз-
витии икры был меньше, чем в контрольной 
группе. После обработки растворами пере-
киси водорода и формалина (18–19 стадии) 
приблизительно у 5,3 % остановившейся 
в эмбриональном развитии икры отмечено 
нарушение структуры оболочки. Увеличение 
процента остановившейся в развитии икры 
наблюдалось после второй обработки на 22 
стадии развития, особенно при обработке 
0,002 % раствором формалина (9,3 %), 1,0 %, 
3,0 % раствора «Монклавита-1» (21,4 %, 
13,4 % соответственно), увеличение про-
цента остановившейся в развитии икры при 
обработке перекисью водорода было прак-
тически одинаковым для всех концентраций 
раствора (12,4–12,8 %). В контрольной груп-
пе, не подвергавшейся обработке, отмечено 
небольшое увеличение, от 18 к 23–24 стадии, 
«вставшей» икры, всего на 2,7 % (рис. 5). Со-

avvb_2019_03.indd   58avvb_2019_03.indd   58 07.09.2019   14:40:1007.09.2019   14:40:10



59Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 3 (43), 2019

ФАРМАКОЛОГИЯ
Таблица 4

Показатели выживаемости оплодотворенной икры в период инкубации после 
экспериментальной обработки препаратом «Монклавит-1»

Таблица 5

Показатели выживаемости оплодотворенной икры в период инкубации после 
экспериментальной обработки растворами формалина

Концентрация 
вещества, %

Стадия развития 
икры

Количество икры, 
остановившейся 
в эмбриональном 

развитии, %

Количество разви-
вающейся икры, %

Количество пора-
женной икры, % от 
общего количества 

в лотке

0,5
18 14,8 85,2 28

23–24 16,9 83,1 25

1
18 23,5 76,5 34

23–24 44,9 55,1 48

1,5
18 21,5 78,5 37

23–24 22,2 77,8 39

2
18 19,9 80,1 33

23–24 20,8 79,2 29

2,5
18 21,8 78,2 36

23–24 23,5 76,5 31

3
18 14,8 85,2 10

23–24 28,2 71,8 11

Контрольная группа
18 20,7 79,3 11

23–24 23,1 76,9 19

Концентрация 
вещества, %

Стадия развития 
икры

Количество икры, 
остановившейся 
в эмбриональном 

развитии, %

Количество разви-
вающейся икры, %

Количество пора-
женной икры, % от 
общего количества 

в лотке

0,002
18 20,1 79,9 5

23-24 29,4 70,6 10

0,001
18 13,2 86,8 9

23-24 20,8 79,2 30

0,0006
18 11,3 88,7 11

23-24 20,2 79,8 40

Контрольная группа
18 20,7 79,3 11

23-24 23,1 76,9 19

гласно приказа № 377 Министерства сель-
ского хозяйства РФ от 25.08.2015 г. процент 
выживаемости икры стерляди при инкуба-
ции равен 50 %.

Наибольший уровень патологий зареги-
стрирован на 23–24 стадии при использова-
нии 0,002 % формалина и 0,03 % и 0,05 % пе-
рекиси водорода (рис. 6). Кроме уплотнения 
оболочки, патологических изменений в икре 
при обработке ее раствором «Монклавита-1» 
не зафиксировано.

В целом поражение микозной инфекцией 
икры осетровых рыб после двукратной об-
работки растворами разной концентрации 
(0,002%-ным формалином, 0,03%-ной пере-
кисью водорода и 3,0 %-ным раствором пре-
парата «Монклавит-1») снижалось на 12,0 %, 
8,0 % и 9,0 % соответственно по сравнению 
с контрольной группой. Остальные концен-
трации испытуемых веществ показали себя 
малоэффективными в борьбе с сапролегни-
евыми грибами. Результаты эксперимента 
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свидетельствуют о том, что высокие концен-
трации апробируемых веществ являются эф-
фективными в борьбе с микромицетами, но 
при этом отмечается негативное влияние та-
ких концентраций на икру. 

Минимальный показатель выклева отме-
чен при использовании 3,0 %-ного раство-
ра «Монклавита-1» (1,8 %). Максимальный 
выклев регистрировался при обработке икры 
0,01%-ным раствором перекиси водорода 
(40,7 %) (табл. 6). В контроле процент вы-
клева личинки составил 87,0 %.

Личинка при переводе из опытных лотков 
аппарата «Осетр» в пластиковые бассейны 
хорошо адаптировалась, сразу распредели-
лась в толще воды, хорошо реагировала на 
тактильный и шумовой раздражители. При 
клиническом осмотре полученной личинки 
были выявлены следующие патологии:

- вздутие брюшка (у 2 % личинок, полу-
ченной от икры, обработанной 0,002 % рас-
твором формалина);

- кровоизлияния в головном отделе (у 1 % 
личинок, полученной от икры, обработанной 
0,05 % раствором перекиси водорода).

Таким образом, все концентрации раствора 
формалина способствовали уплотнению обо-
лочки икры, что в дальнейшем препятствова-
ло выходу личинок из оболочки. Через 6 дней 
наблюдали 100 % гибель личинки, выклюнув-
шейся от икры, обработанной формалином.

Таблица 6

Показатели выклева личинок стерляди при экспериментальной обработке икры 
растворами разной концентрации

Наименование Концентрация раствора, % Выклев личинки, %

Формалин
0,0020 10,0
0,0010 9,8
0,0006 16,0

Перекись водорода
0,0500 3,4
0,0300 34,8
0,0100 40,7

«Монклавит-1»

0,5 13,8
1 13,3

1,5 17,3
2 4,8

2,5 3,5
3 1,8

Контрольная группа 0 87

При использовании всех концентраций 
(Таб. 6) препарата «Монклавит-1» патологий 
у личинок не выявлено.

На фоне высокого процента выклева в 
контрольной группе выклев после обработ-
ки икры растворами испытуемых препара-
тов выглядит неубедительным, и может сло-
житься впечатление, что обработка икры от 
микозной инфекции является нецелесообраз-
ной. Следует отметить, что инкубация икры 
проходила в системе с прямоточным водо-
снабжением. Данные условия, в сравнении с 
условиями замкнутого водоснабжения, пре-
пятствуют циркуляции микозной инфекции в 
системе. Обработка икры препаратами ведет 
к увеличению числа мертвой икры, которая 
является основным объектом заражения для 
грибов р. Saprolegnia, а в контрольной группе 
это дополнительное условие отсутствовало. 
Нерестовая кампания на многих рыбовод-
ных заводах начинается ранней весной, когда 
температура воды в реке составляет 5–6оС, 
поэтому процесс инкубации проводят в си-
стемах замкнутого водоснабжения с постоян-
ной 16–18оС температурой, оптимальной для 
развития грибов р. Saprolegna, что будет спо-
собствовать увеличению процента заражения 
икры микозной инфекцией.

Результаты эксперимента показали, что 
использование раствора формалина в лю-
бых концентрациях нецелесообразно, так 
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Рис. 1 Первый этап эксперимента. Виды «приманок»: проваренное льняное семя (рост грибов не отмечен) (а); личин-
ка гаммаруса (рост грибов незначительный) (б); вареный куриный белок (отмечен активный рост грибов) (в)

Рис. 2 Первый этап эксперимента: заражение оплодотворенной икры стерляди микромицетами р.Saprolegnia («при-
манкой» служит зараженная икра белуги): икра стерляди через 12 часов после заражения (а); икра стерляди через 14 
часов после заражения (б)

Рис. 3. Второй этап эксперимента: получение икры от стерляди (а); инкубация оплодотворенной икры в инкубацион-
ных аппаратах типа «Осетр» (б)

Рис. 4. Микромицеты р. Saprolegnia: поражение икры стерляди сапролегниозом (а); изолированная культура (б)
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а
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как установлено, что личинка, выклюнувша-
яся после обработки икры этим веществом, 
нежизнеспособна.

Апробация ветеринарного препарата 
«Монклавит-1» показала, что все испытуе-
мые концентрации приводили к переуплот-
нению оболочек икры, что в дальнейшем 
влияло на процесс выклева личинки. Наи-
большую эффективность в борьбе с сапро-
легниевыми грибами показал 3,0 % раствор 
препарата «Монклавит-1», однако при дан-
ной концентрации зарегистрирован самый 
низкий уровень выклева личинки (1,8 %). 

Положительный результат отмечен при ис-
пользовании 0,03 % раствора перекиси водо-
рода (снижение процента заражения икры на 
8,0 %; по сравнению с другими испытуемы-
ми растворами высокий процент выклева – 
34,8 %), при этом отмечали действие раство-
ра на оболочку икры. В связи с полученными 
результатами целесообразно провести экс-
перимент с перекисью водорода в услови-
ях замкнутого водоснабжения, изменить и 

расширить спектр ее концентраций, а также 
применить другую методику обработки.

Заключение
Для борьбы с микромицетами в период ин-

кубации икры проводилась экспериментальная 
работа по поиску эффективного препарата – 
аналога органического красителя «Фиоле-
товый К». Установлено, что использование 
формалина в качестве препарата для борьбы 
с сапролегнией в период инкубации икры осе-
тровых видов рыб нецелесообразно, так как 
данное вещество в испытанных концентраци-
ях обладает сильным токсическим эффектом 
(100 % гибель личинок после выклева).

Дальнейшая работа с препаратом «Монкла-
вит-1» должна быть связана с использованием 
новых концентраций и экспозиций для исклю-
чения негативного влияния на оболочки икры.

Применение перекиси водорода перспек-
тивно (при обработке раствора концентраци-
ей 0,03 % отмечено наименьшее количество 
икры, зараженной микромицетами), но име-

а

а б

б в

Рис. 5. Третий этап эксперимента. Внешний вид оплодотворенной икры стерляди: отслаивание поверхностного слоя 
после обработки перекисью водорода (23 стадия) (а); складчатая структура оболочки (22–23 стадия) (б); развитие 
икры без патологий (26 стадия) (в)

Рис. 6. Третий этап эксперимента. Внешний вид оплодотворенной икры стерляди после обработки растворами фор-
малина: икра, остановившаяся в развитии (18 стадия) (а);  складчатая структура оболочки (23 стадия) (б)
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ли место патологии при инкубации (оста-
новка эмбрионального развития), поэтому 
необходимо апробировать растворы переки-
си водорода наименьших концентраций при 
более длительной экспозиции.

Испытания препарата «Монклавит-1» и 
перекиси водорода должны проводиться в 
условиях замкнутого водоснабжения для 
максимального приближения к условиям ин-
кубации икры на рыбоводных заводах.
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С 2018 года ЧОУ ДПО "Институт Ветеринарной Биологии" проводит обучающий курс по объективной про-

верке слуха у животных, проведению BAER-теста у собак, кошек и других видов животных. Курс включает 
в себя теоретическую и практическую программы. В теоретической части занятий, слушатели знакомятся с 
теорией процесса регистрации вызванных слуховых потенциалов и основами нейрофизиологии. За время прак-
тических занятий каждый курсант обучается самостоятельно проводить осмотр животного перед проведением 
BAER теста, проверять племенные документы (для выписки сертификата допуска в разведение) непосредствен-
но выполнять BAER тест, фиксировать данные тестирования, интерпретировать данные тестирования, выписы-
вать экспертное заключение о результатах BAER теста. По окончании курсов слушатели, прошедшие итоговое 
испытание, получают СЕРТИФИКАТ СПЕЦИАЛИСТА по проведению BAER теста.

Курс рассчитан на практикующих ветеринарных врачей. На курсах организована продажа книг по ветерина-
рии. Вы можете забронировать интересующие вас издания через форму на сайте, а оплатить и получить заказ 
в первый день занятий. Место проведения: Санкт-Петербург, ул. Ораниенбаумская, д. 3, лит. Б, ЧОУ ДПО "Ин-
ститут Ветеринарной Биологии" (схема проезда)

Предварительная регистрация обязательна! Для регитсрации на данный курс необходимо прислать заявку в 
свободной форме на адрес E-mail: virclin@mail.ru
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Аннотация. Клещи семейства Ixodidae являются кровососами-эктопаразитами, переносят и накапливают мно-
жество возбудителей инфекций и инвазий, опасных для всех видов млекопитающих. Особенно чувствительный 
ущерб наносится сельскому хозяйству и животноводству в пики активности клещей, которые приходятся на вес-
ну и осень в центральном регионе РФ. Ежегодно во всем мире регистрируются вспышки заболеваний мелких 
домашних и сельскохозяйственных животных: анаплазмоза, нутталиоза, бабезиоза, пироплазмоза и др. Среди 
людей особенно распространен боррелиоз (болезнь Лайма). Без своевременной профилактической работы и 
лечения животные погибают, наносится значительный экономический ущерб. Ситуация усугубляется тем, что 
членистоногие, в том числе и иксодовые клещи, способны вырабатывать резистентность по истечении време-
ни к различным действующим веществам, а эффективность профилактических обработок снижается. Поэтому 
разработка и внедрение в практику акарицидных препаратов на основе новых действующих веществ или ком-
бинаций в настоящее время является очень актуальной. Также желательно чтобы препарат обладал овоцидным 
и ларвицидным действиями. В статье приведены результаты сравнительных лабораторных испытаний препара-
тов в форме полимерного материала на основе s-фенвалерата и пиперонилбутоксида и раствора на основе циф-
лутрина против яиц, личинок и нимф иксодовых клещей вида Ixodes ricinus, собранных в природных биотопах 
Калужской области. В результате лабораторных испытаний акарицидов получены положительные результаты по 
овоцидной и ларвицидной активности препаратов. Участие в опыте генераций иксодовых клещей, выведенных 
от природных имаго иксодовых клещей, собранных в Калужской области, свидетельствует об эффективности 
препарата на клещах, обитающих в соседних областях, с учетом биолого-экологических особенностей иксодовых 
клещей и возможности активного внедрения в практику с профилактическими целями.
Summary. Mites of the Ixodidae family are blood suckers – ectoparasites; they transmit and accumulate many pathogens of 
infections and invasions that are dangerous for all types of mammals. Especially sensitive damage is caused to agriculture 
and animal husbandry at the peak of mite activity, which occurs in spring and autumn in the central region of the Russian 
Federation. Annually, worldwide outbreaks of diseases of small domestic and farm animals are recorded: anaplasmosis, 
nututiosis, babesiosis, piroplasmosis, etc. Borreliosis (Lyme disease) is especially prevalent among people. Without timely 
preventive work and treatment, animals die, causing signifi cant economic damage. The situation is aggravated by the 
fact that arthropods, including Ixodes ticks, are capable of producing resistance over time to various active substances, 
and the effectiveness of prophylactic treatments is reduced. Therefore, the development and implementation of acaricidal 
preparations based on new active substances or combinations is currently very relevant. It is also desirable that the drug 
possesses ovocidal and larvicidal actions. The article presents the results of comparative laboratory tests in the form of a 
polymeric material based on s-fenvalerate and piperonylbutoxide and a solution based on cyfl utrin against eggs, larvae 
and nymphs of Ixodes ticks of the Ixodes ricinus species collected in natural biotopes of the Kaluga region. As a result of 
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laboratory tests of acaricides, positive results were obtained on the ovocidal and larvicidal activity of the preparations. 
Participation in the experience of generation of ixodic ticks derived from natural imago ixodic ticks collected in the Kaluga 
region indicates the effectiveness of the drug on ticks living in neighboring areas, taking into account the biological and 
ecological features of ixodic ticks and the possibility of active implementation in practice for preventive purposes.

Введение
Иксодовые клещи имеют крайне широкий 

ареал распространения, являются вредны-
ми эктопаразитами – кровососами, перено-
сят различные зооантропонозные инфекции 
и инвазии, поддерживают природные очаги 
болезней. Особый ущерб паразиты-крово-
сосы наносят животноводству: портят 86 % 
кожевенного сырья, у рогатого скота снижа-
ется молочная продуктивность на 15 %, при-
весы мясного скота уменьшаются на 12 %, 
у рабочих животных значительно понижает-
ся работоспособность [1, 5, 6, 7].  

Массовое нападение иксодовых клещей 
вызывает изменения общего состояния орга-
низма животных. Наблюдаются клинические 
признаки анемии, токсического отравления, 
животные угнетены и ослаблены, нарушает-
ся координация движений, ослабляются реф-
лексы, отсутствует блеск шерстного покрова. 
В клинической картине крови: эозинофилия, 
эритропения, нейтрофилия [2, 4, 5, 6].

По данным Комитета ветеринарии при 
правительстве Калужской области в настоя-
щее время среди животных широко распро-
странены трансмиссивные заболевания: ба-
безиоз, анаплазмоз, пироплазмоз.

В условиях масштабного животноводства 
не всегда оказывается своевременное лече-
ние, животные страдают и гибнут. 

Вопрос обязательной профилактики ик-
содидозов и сопутствующих заболеваний 
возникает особенно остро в периоды мак-
симальной активности иксодовых клещей, 
в Центральном регионе РФ это весна и 
осень [3].

Актуальность профилактических меро-
приятий поддерживается способностью 
членистоногих приспосабливаться к раз-
личным действующим веществам химиче-
ских препаратов, следовательно, ежегодно 
разрабатываются новые комбинации дей-
ствующих веществ, оказывающие акари-
цидное воздействие. 

На сегодняшний день основополагающим 
методом борьбы с трансмиссивными болез-

нями и иксодидозами является своевремен-
ная целевая инсектоакарицидная профилак-
тическая обработка животных.

Цель нашей работы: провести лаборатор-
ные испытания по сравнительной овоцидной 
и ларвицидной активности препаратов на 
основе s-фенвалерата и пиперонилбутоксида 
в форме полимерного материала и раствора 
на основе цифлутрина на яйцах, личинках 
и нимфах иксодовых клещей вида Ixodes 
ricinus.

Материалы и методы
Исследования проводились по общепри-

нятым методикам [6, 8]. Использовались 
методические рекомендации, утвержденные 
Онищенко Г. Г. в 2003 г., сбор иксодовых кле-
щей в природных биотопах в соответствии 
с методическими рекомендациями, утверж-
денными в 2012 и 2016 гг. (Бегинина А. М., 
Василевич Ф. И., Козлова И. В.).

Основными действующими вещества-
ми исследуемого препарата №1 являются: 
s-фенвалерат и пиперонилбутоксид и препа-
рата №2 цифлутрин и эфирное масло цитро-
неллы. Препарат №1 используется в произ-
водственных условиях в форме полимерных 
ушных бирок для крупного рогатого скота. 
Препарат №2 в форме раствора для нанесе-
ния вдоль позвоночного столба. Для опыта 
использовались яйца, личинки и нимфы ик-
содовых клещей вида Ixodes ricinus. Яйца и 
личинки были получены с помощью лабо-
раторного культивирования от природных 
имаго иксодовых клещей, нимфы были со-
браны в природных биотопах Калужской 
области.

Опыт проводили в трех повторах, в каж-
дой участвовало по 100 яиц, 100 личинок 
и по 10 нимф иксодовых клещей вида Ixodes 
ricinus, и аналогично в контрольных группах. 

Опыт проводился при температуре 220С 
и естественном освещении.

Препарат №1 использовали в виде по-
лимерной ушной бирки; препарат №2 при 
контакте с фильтровальной бумагой, пропи-
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танной раствором из расчета 1 мл раствора 
на 100 м2. В контрольном варианте на круги 
такой же фильтровальной бумаги наносилась 
дистиллированная вода. 

Опыт длился 72 ч. Фиксировали состо-
яние преимагинальных фаз через: 1 ч, 2 ч, 
4 ч, 6 ч, 24 ч, 48 ч, 72 ч. К живым относили 
активных клещей, к полуживым – вяло пол-
зающих, к мертвым – лежащих неподвижно 
с подогнутыми конечностями, не реагирую-
щих на раздражители.

 
Результаты исследований и обсуждение
Исследуемый в опыте препарат №1 на ос-

нове s-фенвалерата и пиперонилбутоксида 
в форме ушных полимерных бирок по сте-
пени воздействия на организм относится 
к умеренно опасным веществам (3 класс 
опасности по ГОСТ 12.1.007-76).

Исследуемый в опыте препарат №2 в фор-
ме раствора по степени воздействия на орга-

низм относится к малоопасным веществам 
(4 класс опасности по ГОСТ 12.1.007-76). 

Цифлутрин блокирует передачу нервных 
импульсов, вызывает нарушение координа-
ции движений, паралич и гибель членисто-
ногих.

S-фенвалерат совместно с пиперонилбу-
токсидом легко проникает через кутикулу 
членистоногих, блокирует защитные систе-
мы членистоногих, обладает парализую-
щим, репеллентным и антифидантным дей-
ствиями.

При изучении овоцидной активности пре-
парата №1 (табл. 1) выяснилось, что при непо-
средственном контакте с полимерной биркой 
погибло 100% яиц иксодовых клещей вида 
Ixodes ricinus через 48 ч, в опыте с препаратом 
№2 на основе цифлутрина 100% гибель про-
изошла через 6 ч, что говорит о большей чув-
ствительности яиц иксодовых клещей вида 
Ixodes ricinus к препарату №2.

Таблица 1

Овоцидная активность изучаемых препаратов in vitro вида Ixodes ricinus

Таблица 2

Ларвицидная активность изучаемых препаратов in vitro на личинках вида Ixodes ricinus

№ 
п/п Наименование препарата

Кол-во 
яиц вида 

Ixodes 
ricinus

% мертвых яиц
Время после обработки, часы

1 ч 4 ч 6 ч 24 ч 48 ч 72 ч

1

Препарат на основе 
s-фенвалерата и пиперо-
нилбутоксида в форме 
полимерных ушных бирок 
(препарат №1)

100 0 0 20 52 100 100

2
Препарат на основе циф-
лутрина в виде раствора 
(препарат №2)

100 0 0 10 30 100 100

№ 
п/п Наименование препарата

Кол-во 
личинок 

вида Ixodes 
ricinus

% мертвых личинок
Время после обработки, часы

1 ч 4 ч 6 ч 24 ч 48 ч 72 ч

1

Препарат на основе 
s-фенвалерата и пиперо-
нилбутоксида в форме 
полимерных ушных бирок 
(препарат №1)

100 0 10 31 100 100 100

2
Препарат на основе циф-
лутрина в виде раствора 
(препарат №2)

100 80 100 100 100 100 100
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Таблица 3

Нимфоцидная активность изучаемых препаратов in vitro на нимфах вида Ixodes ricinus

№ 
п/п Наименование препарата

Кол-во 
нимф вида 

Ixodes 
ricinus

% мертвых нимф
Время после обработки, часы

1 ч 4 ч 6 ч 24 ч 48 ч 72 ч

1

Препарат на основе 
s-фенвалерата и пиперо-
нилбутоксида в форме 
полимерных ушных бирок 
(препарат №1)

10 0 8 18 100 100 100

2
Препарат на основе циф-
лутрина в виде раствора 
(препарат №2)

10 42 100 100 100 100 100

При изучении ларвицидной активности 
препарата №1 (табл. 2) на личинках вида 
Ixodes ricinus выяснилось, что при непо-
средственном контакте с полимерной биркой 
погибло 100% личинок через 24 ч, в опыте 
с препаратом №2 на основе цифлутрина 100% 
гибель произошла через 4 ч, следовательно, 
для уничтожения личинок можно применять 
препарат на основе цифлутрина, но с учетом 
биолого-экологических особенностей вида 
Ixodes ricinus, приуроченных к определенной 
территории.

При изучении нимфоцидной активно-
сти препарата №1 (табл. 3) на нимфах вида 
Ixodes ricinus выяснилось, что при непосред-
ственном контакте с полимерной биркой по-
гибло 100% личинок через 24 ч, в опыте с 
препаратом №2 на основе цифлутрина 100% 
гибель произошла через 4 ч, следовательно, 
для уничтожения нимф, также как и личинок, 
целесообразнее применять препарат на осно-
ве цифлутрина, но с учетом биолого-эколо-
гических особенностей вида Ixodes ricinus, 
приуроченных к определенной территории.  

Высокую овоцидную активность пре-
парата №1 можно объяснить способностью 
s-фенвалерата проникать через кутикулу чле-
нистоногих, а значит и через прочную яичную 
оболочку. При испытании препаратов яйца 
погибли в течение 2 суток, но через сутки в 
опыте с препаратом №1 погибло уже 52 % 
яиц, а в опыте с препаратом №1 на 22 % ниже.

Сравнивая данные таблиц 1-3, можно 
сделать вывод, что преимагинальные ста-
дии иксодовых клещей вида Ixodes ricinus 

к препарату №2 на основе цифлутрина чув-
ствительнее, чем к препарату №1 на основе 
s-фенвалерата и пиперонилбутоксида. 

Заключение 
Проведенные сравнительные лаборатор-

ные испытания двух препаратов на основе 
s-фенвалерата и пиперонилбутоксида (пре-
парат №1) и на основе цифлутрина (препарат 
№2) показали высокую овоцидную и ларви-
цидную активность эффективность изучае-
мых препаратов. Все подопытные личинки, 
нимфы и яйца иксодовых клещей вида Ixodes 
ricinus погибли в течение двух суток, что яв-
ляется высоким показателем, следовательно, 
препараты можно рекомендовать к актив-
ному испытанию и внедрению в производ-
ственных условиях. 

Выявленные особенности чувствитель-
ности преимагинальных фаз иксодовых кле-
щей свидетельствуют о необходимости при 
проведении профилактических мероприятий 
учитывать биологические, фауно-экологиче-
ские особенности каждого вида на опреде-
ленной территории. 

Учитывая пики активности иксодовых 
клещей в Центральном регионе РФ, на при-
мере Калужской области, которые приходят-
ся для вида Ixodes ricinus на вторую-третью 
декады мая с некоторыми небольшими вари-
ациями в зависимости от погодных условий 
каждого года, целесообразно обрабатывать 
животных во вторую-третью декады мая и в 
течение лета, пока преимагинальные стадии 
развиваются, растут и питаются.
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Аннотация. Определение пестицидов в пчелином подморе является весьма актуальной, и в то же время труд-
ной для практической реализации задачей. Трудность, в основном, заключается в отсутствии утвержденных 
методических указаниях или ГОСТов по проведению соответствующей пробоподготовки биоматериала и газо-
хроматографического анализа. Таким образом, в работе представлена разработка методики определения хлор- 
и фосфорорганических пестицидов в подморе пчел методом газовой хроматографии. Проведена валидация 
процесса подготовки патматериала пчел по современному и эффективному методу QuEChERS. Разработан-
ный и прошедший валидацию метод определения пестицидов в трупах пчел носит рекомендательный характер 
и может быть использован ветеринарными лабораториями при возникновении вспышек массовой гибели ме-
доносных пчел.
Summary. Determination of pesticides in bee corpses is a very important, but at the same time diffi cult for practical 
implementation task. The diffi culty mainly lies in the absence of approved guidelines for the appropriate sample preparation 
of biomaterial and gas chromatographic analysis. Thus, the paper presents the development of methods for determining 
pesticides in bee subpestilence by gas chromatography. Validation of the process of preparation of bee pathological material 
for a modern and effi cient QuEChERS method was conducted. Developed and validated mathod for determination of 
pesticides in the corpses of bees is advisory and can be used by veterinary laboratories in the event of outbreaks of mass 
death of honey bees.

Введение
Влияние пестицидов на организм пчел. 

Садоводам и фермерам довольно часто при-
ходится сталкиваться с проблемами, связан-
ными с порчей растений и плодов по при-
чине образования насекомых-вредителей, 
грибковых и прочих неблагоприятных обра-
зований. Защитить свой урожай от наплыва 
таких вредителей и различных случаев, воз-
можно только с применением специальных 
агрохимических препаратов – инсектици-

дов, которые обладают уничтожающим дей-
ствием на вредных насекомых, включая их 
потомство. Но если для борьбы с насекомы-
ми-вредителями, их личинками и яйцами, 
эффективными препаратами являются ядо-
химикаты из класса инсектицидов, то для 
полезных насекомых они оказывают вред-
ное и губительное действие, в большинстве 
случаев летальное. К тому же, у многих 
вредных насекомых уже выработана генети-
ческая устойчивость к большинству препа-
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ратов идентичного действия и состава, что 
не сказать, например, о пчелах.

Причинами возникновения летальной ин-
токсикации пчел может стать неправильная 
организация трудовой деятельности агро-
химических компаний при обработке сель-
скохозяйственных угодий и полей. Так же, 
известно длительные токсикозы пчел, про-
текающие практические без симптомов, 
которые возникают вследствие поедания 
пчелами меда, с занесенным в улей вместе 
с пыльцой летальным количеством инсекти-
цидов [8, 9, 11]. Причинами отравления пчел 
пестицидами могут быть различные факто-
ры, чаще всего обусловленные некомпетент-
ностью персонала агрофирм, проводящих 
обработку полей [8]. Пчелы являются весьма 
чувствительными насекомыми даже для не-
значительных микроколичеств пестицидов, 
а именно инсектицидного ряда. В итоге, по-
сле того, как ядохимикаты попадают на цве-
точные растения, пчелы заносят собранную 
отравленную пыльцу и нектар в улей. Поэто-
му пчелы все чаще подвержены неумышлен-
ной летальной интоксикации различными 
пестицидами даже и в зимний период. Агро-
химикаты, попавшие в мёд, которым пчелы 
кормятся, убивают их спустя некоторое вре-
мя. Выжившие после интоксикации пчелы 
способны рождать трутней с мутациями или 
иными генными дефектами. Основным при-
знаком токсикоза является массовая гибель 
летных пчел, причем основная часть погиба-
ет сразу же в поле, другие особи, долетев до 
улья, погибают возле него [8, 11].

В основном, сельское хозяйство при об-
работке полей использует ядохимикаты 
контактного и системного действия (пи-
ретроидные, хлор- и фосфорорганические  
пестициды), которые проникают через на-
ружные защитные покровы пчел [12]. Фос-
форорганические ядохимикаты, по числу 
соединений, применяемых в сельском хозяй-
стве, занимают первое место наряду с дру-
гими классами органических химикатов. От-
дельные группы данного класса пестицидов, 
являются частыми виновниками отравления 
медоносных пчел при обработке сельхоз-
культур [6]. Даже при незначительном отрав-
лении симптомы выражаются в большинстве 

случаев в возбуждении центральной нервной 
системы, в параличе и судорогах конечно-
стей, в потере координации движений насе-
комого, и почти всегда приводит к интокси-
кации и гибели пчелы. 

В составе пчелиного подмора чаще все-
го содержатся компоненты пыльцы, воск, 
маточное молочко, прополис, остатки меда, 
аминокислоты, ферменты, гормоноподоб-
ные вещества, хитин, жир, пищевые волокна 
и другие составляющие. При этом известно, 
что наружный покров насекомых состоит из 
кутикулы и гиподермы. Кутикула представ-
ляет собой прозрачную влажную оболочку, 
которая помогает насекомым сохранить во-
дный баланс при помощи секреторных выде-
лений, распределенных по всей поверхности 
организма насекомого. Состоит кутикула из 
эпикутикулы, экзокутикулы и эндокутикулы. 
Все три слоя кутикулы являются своего рода 
барьерами, выполняющими защитную функ-
цию. Проникновение ядовитых веществ 
в тельце пчелы происходит через верхние 
покровы и зависит от степени проницае-
мости самой кутикулярной оболочки. В ос-
новном, проницаемость покровов кутикулы 
обуславливается толщиной и органическим 
составом, в который обычно входят такие 
компоненты, как липоиды, хитин и протеин. 
Экзокутикула и эндокутикула выполняют за-
щитную функцию от механических частиц, 
попадающих в насекомое. Эпикутикулу сле-
дует считать первым барьером, стоящим на 
пути проникновения контактных инсектици-
дов в организм пчелы. Гиподерма является 
внутренней оболочкой и имеет всего один 
слой, образованный подкутикулярными клет-
ками [5]. 

Проникновение инсектицидов через по-
кровы тельца пчелы связано в основном 
с явлением проницаемости живых мембран, 
а не с эффектом обычной диффузии [2, 3, 5]. 
К тому же, задержка инсектицидной пыли 
на лапках, крылышках и ворсинках тельцев 
медоносных пчел способна попадать в мед 
вместе с пыльцой, а также заражать других 
особей. Считается, что в местах расположе-
ния щетинок и волосков тела насекомого, 
кутикула имеет тонкий слой,  через который 
проникновение инсектицидов происходит 
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гораздо быстрее. На рисунке 1 представлен 
вид ворсинок, расположенных на крылыш-
ках пчел.

У пчел также весьма уязвимыми и чув-
ствительными являются лапки, так как они 
покрыты щетинками, которые удерживают 
частицы пестицидов, а также тонким слоем 
кутикулярной оболочки, через которые про-
исходит интоксикация контактным инсекти-
цидом. На рисунке 2 представлены щетинки, 
покрывающие лапки пчел.

Многие исследователи ссылаются на то, 
что пестициды из класса хлорорганических 
препаратов являются весьма губительными 
для насекомых. Интоксикации чаще всего 
подвергаются и полезные насекомые – медо-
носные пчелы [5, 11, 14, 16,17].

В настоящее время существует и приме-
няется в сельском хозяйстве достаточно мно-
го пестицидов, относящихся к различным 
группам и классам опасности. В основном, 
широкое применение в сельском хозяйстве 
приобрели хлор-, фосфор-, ртутьорганиче-
ские соединения, а также в последнее время 
активное применение отводится пиретроид-
ным инсектицидам. Последние, в свою оче-
редь, обладают широким спектром губитель-
ного действия для насекомых-вредителей, 
но являются весьма токсичными для пчел 
и других полезных насекомых. 

Значительный ущерб пчеловодству и ре-
зкий упадок численности насекомых-опыли-
телей приносят неправильное и некоррект-
ное применение инсектицидов. Профилакти-
ка отравлений пчел может быть достигнута 
только при правильном использовании пе-
стицидов, хранении их на складе по соответ-
ствующим нормам и технологиям, а также в 
утилизации отработанных контейнеров и па-
кетов полным сжиганием [8].

В периоды массовых обработок агрофир-
мам следует проводить специальные меро-
приятия, которые подразумевают извещение 
пчеловодов о предстоящей химической об-
работке, вследствие которого пасеки должны 
быть перенесены на безопасное расстояние 
(5–7 км) от места использования ядохими-
катов. В свою очередь, пчеловоды обязаны 
обеспечить соответствующие меры по защи-
те ульев и изоляции медоносных пчел. При 

Рис. 1. Ворсинки, расположенные на крылышках пчел, 
на которых происходит удерживание мелких частиц 
контактных инсектицидов

Рис. 2. Щетинки, покрывающие лапки пчел

этом каждая пасека должна иметь ветеринар-
но-санитарный паспорт, подписанный и за-
веренный главным ветеринарным врачом [1, 
4, 6, 7]. Изолирование пчелиных семей осу-
ществляется по специально разработанным 
пчеловодческим приемам (перевозка пасек, 
изоляция пчел в гнезде, изоляция при помо-
щи сетки и др.), а контроль за данной опера-
цией осуществляется ветеринарной службой 
и службой по защите растений [1, 8]. 

Определение пестицидов в пчелином под-
море является весьма актуальной, но в то же 
время трудной для практической реализации 
задачей. Трудность, в основном, заключается 
в отсутствии утвержденных методических 
указаний и ГОСТов по проведению соответ-
ствующей пробоподготовки биоматериала 
и газохроматографического анализа. Данную 
проблему, вызванную отсутствием конкрет-
ной методики пробоподготовки, возможно 
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решить только при точном определении при-
надлежности патматериала подмора пчел 
и классификацию самого биоматериала. 
Таким образом, классифицированный био-
материал подмора, логически, можно будет 
подготавливать и анализировать по аналогии 
с образцами схожей формы и консистенции, 
осуществив перенос методики исследования 
с соответствующим валидационным под-
тверждением. Большинство применяемых 
пестицидов для сельского хозяйства под-
вержены детоксикации через 1–7 дней, в за-
висимости от класса опасности пестицидов, 
после чего они становятся безвредными для 
пчел [1].

Отравление пчел пестицидами, пусть даже 
неумышленное, влечет за собой уголовную 
ответственность аграриев, обрабатывающих 
поля без предварительного предупреждения 
пасечников. В основу разработки и тести-
рования любого агрохимиката должна быть 
положена концепция определения токсико-
логического влияния на организм пчел. Сле-
дует отметить, что многие производители 
инсектицидных препаратов все же указыва-
ют на этикетке класс опасности и влияние 
активного вещества на пчёл. Однако, труд-
ность, с которой предстоит столкнуться как 
пасечнику, так и исследователю, состоит в 
сложности подсчета ущерба, вызванного 
протравкой полей ядохимикатами, пагубно 
влияющими на пчёл. К тому же, во-первых, 
гибель пчел должны подтвердить соответ-
ствующие органы власти и ветеринарная 
служба. Во вторых, доказать гибель пчел 
при судебном разбирательстве, будет весьма 
трудно из-за отсутствия все тех же утверж-
денных государственных химико-аналитиче-
ских методик, чем должен руководствоваться 
исследователь при определении пестицидов 
в биоматериале подмора пчел. При явных 
признаках отравления пчел, когда лаборатор-
ная диагностика не может быть проведена 
из-за отсутствия соответствующей методи-
ки определения пестицидов в подморе пчел, 
решение ветеринарной комиссии о пред-
полагаемой причине гибели пчел является 
окончательным результатом [7]. Несмотря 
на то, что Федеральный закон «О пчеловод-
стве» был принят в РФ, районы и областные 

центры по-прежнему испытывают нехватку 
экспертов и ветеринарных врачей, специали-
зирующихся на отрасли пчеловодства, осо-
бенно связанной с интоксикацией и гибелью 
пчел. В основном отсутствуют специалисты 
по хроматографическим исследованиям, об-
ласть которых направлена на определение 
остаточного количества пестицидов в трупах 
медоносных пчел.

Методические рекомендации, представ-
ленные НИИ Пчеловодства, описывают 
определение пестицидов в трупах пчел, ос-
нованные на качественных исследованиях 
и фотометрическом и химическом анализах, 
при этом достаточно хорошо продемонстри-
рована подготовка патматериала пчел к ис-
следованиям различными методами экстрак-
ции органическими растворителями [6]. 

Цель работы состояла в адаптации и оп-
тимизации метода QuEChERS в пробоподго-
товке биоматериала к исследованию, а также 
в получении валидационных характеристик 
для газохроматографического анализа пести-
цидов в пчелином подморе. 

Материалы и методы
Работа была выполнена в химико-ток-

сикологическом отделе ОБУ «Курская об-
ластная ветеринарная лаборатория». Разра-
ботку и валидацию методики определения 
пестицидов в пчелином подморе проводили 
с применением современного оборудования 
и метода пробоподготовки. Таким образом, 
патологический материал пчел подготавли-
вали к анализу на пестициды в соответствии 
с методическими рекомендациями метода 
QuEChERS (КУЭЧЕРС, Интерлаб, IL-5650-
Экстракционный набор VetExQ, или другой 
стандартизованный QuEChERS). Опреде-
ление пестицидов осуществлялось методом 
высокоэффективной газовой хроматографии 
на приборе «Хромос ГХ-1000» (Россия, ООО 
«Хромос»), с детектором по захвату электро-
нов (ЭЗД) и капиллярной колонкой «VF-
1701» for Pesticides (30м×0.32мм×0.25мкм).

Отбор патматериала пчел для анализа. 
Для подтверждения токсикоза и отравления 
медоносных пчел пестицидами в ветеринар-
ную лабораторию следует направлять про-
бы трупов пчел, меда, пыльцы или перги, 
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а также растения с обработанного участка 
для одновременного и сравнительного анали-
за. Соответственно, отбор проб и пересылка 
материалов осуществляется по установлен-
ной методике под контролем ветеринарного 
специалиста. Вместе с пробами в ветеринар-
ную лабораторию направляется сопроводи-
тельный документ, в котором следует ука-
зать опись содержимого и предполагаемый 
пестицид или препарат, на который необхо-
димо провести исследование. К сопроводи-
тельному письму должен быть прикреплен 
комиссионный акт о предположительном от-
равлении пчел. По установленным нормам, 
срок предоставления проб для исследования 
на пестициды не должен превышать 5–7 су-
ток с момента отбора материала [8]. Для фос-
форных пестицидов не более 3 суток.

Установлено, что для анализа на пести-
циды следует предоставлять в лабораторию 
среднее количество одной пробы до 300–500 
пчел (около 25 г) от одной пчелиной семьи, 
около 300 г свежесобранного меда, сразу же 
после обнаружения токсикоза пчел, до 200 
г перги в соте и около 500 г собранной зе-
леной массы с обработанного ядохимиката-
ми участка. Каждый образец пробы должен 
быть упакован и предоставлен в соответству-
ющем виде, то есть быть опечатанным, про-
нумерованным и с указанным номером пче-
линой семьи. Также упаковка подразумевает 
исключение возможного соприкосновения 
и перемешивания проб в процессе доставки.

Методика пробоподготовки QuEChERS 
(рекомендации). Основной проблемой при 
анализе пестицидов в подморе пчел являет-
ся отсутствие утвержденной методики про-
боподготовки или методических рекоменда-
ций, с описанием газохроматографических 
условий, приемлемых для определения ядо-
химикатов. Ко всему прочему, стоит отме-
тить и то, что патологический материал под-
мора пчел трудно соотнести с конкретным 
биоматериалом, матрица которого имеет ана-
логичный компонентный состав, структуру 
и тип волокон, а также консистенцию, что 
позволило бы без труда определить подходя-
щую методику пробоподготовки и условия 
хроматографического анализа при помощи 
переноса и верификации.

В данной работе была использована ме-
тодика пробоподготовки QuEChERS, ос-
нованная на быстрой экстракции искомых 
компонентов при помощи растворителей и 
специально подобранных по составу и со-
отношению солей, а также качественной 
очистке аликвоты от мешающих анализу 
примесей (жиров, восков, пигментов и т.д.), 
что обеспечивается наличием надлежащего 
сорбента, после чего проба готова к изме-
рению. Само слово QuEChERS является аб-
бревиатурой, образованной от слов (quick, 
easy, cheap, effective, rugged, safe), характе-
ризующих достоинства данного метода по 
его эффективности и точности. В силу того, 
что утвержденные методические указания на 
подготовку патматериала пчел к хроматогра-
фическому анализу пестицидов практически 
отсутствуют, то данный метод QuEChERS 
является актуальным и вполне реализуемым 
вариантом, который может быть использо-
ван для осуществления поставленной цели. 
Методические рекомендации по выделению 
пестицидов из биологической матрицы пче-
линого подмора представлены ниже.

Для анализа следует тщательно переме-
шать и отобрать среднюю часть пробы пче-
линого подмора. Из общей массы отмерить 
около 1 г (±0.1 г) биологического образца и 
максимально гомогенизировать в пластико-
вой пробирке. При необходимости проверки 
процента извлечения, к содержимому про-
бирки добавить 1 мл смеси стандартных об-
разцов пестицидов с концентрацией, равной 
средней точке градуировки. 

Экстракцию проводить внесением в 
пробирку от 5  до 10 мл ацетонитрила, 
после чего, в течение 1 минуты интен-
сивно встряхивать. Добавить 0.5 мл кон-
центрированной соляной кислоты и пере-
мешать. После экстракции растворителем 
добавить одну упаковку буферных солей 
из набора QuEChERS для усиленной экс-
тракции компонентов. Центрифугировать 
в течение 10 минут при скорости 3500 об/
мин. Аликвоту верхнего слоя перенести 
в пробирку из набора объемом 15 мл, ко-
торая содержит сорбент для очистки экс-
тракта. Провести повторную экстракцию 
3–5 мл ацетонитрилом, центрифугировать 

avvb_2019_03.indd   73avvb_2019_03.indd   73 07.09.2019   14:40:1107.09.2019   14:40:11



74 Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 3 (43), 2019

ТОКСИКОЛОГИЯ

и объединить слои в пробирке с сорбен-
том. Далее эту пробирку следует интен-
сивно встряхивать, а затем при тех же 
условиях центрифугировать. Верхнюю 
часть аликвоты упарить досуха в токе воз-
духа при 40-50ºС. Сухой остаток восста-
новить в 1 мл н-гексана, пропустить через 
одноразовый шприцевой фильтр с порами 
0.45 мкм в виалу для последующего хро-
матографического анализа.

Условия хроматографирования (рекомен-
дации). Условия для хроматографического 
анализа пестицидов в биологическом мате-
риале указаны в таблице 1.

Выход анализируемых пестицидов: Гек-
сахлорбензол (ГХБ), альфа-ГХЦГ, гамма-
ГХЦГ, метафос, фосфамид, карбофос, 4.4-
ДДЭ, 4.4-ДДД, 4.4-ДДТ.

При анализе патматериала необходимо 
проводить исследование холостого образца, 
а затем образца реальной пробы. На рисунке 
3 представлена хроматограмма контрольного 
«холостого» образца пчелиного подмора, не 
содержащая пиков определяемых пестици-
дов.

На риснуке 4 представлена хроматограмма 
с расшифровкой пиков намеренно внесенных 
в пробу хлорорганических и фосфороргани-
ческих пестицидов на фоне неопределяемых 
пиков биологической матрицы пчелиного 
подмора.

Таблица 1

Условия хроматографирования пестицидов
Прибор Газовый хроматограф Хромос «ГХ-1000»
Инжектор/испаритель Капиллярный лайнер, температура инжектора 280°С
Септа на инжекторе Высокотемпературная красная

Детектор Детектор электронного захвата (ЭЗД), температура 
детектора 300°С

Газ-носитель Газ азот, режим постоянного давления 2 кгс/см2

Деление потока (сброс) 31 мл/мин, 4:1
Поддув газа в детектор 40 мл/мин

Колонка Кварцевая, капиллярная VF-1701 for Pesticides, 
30 м×0.32 мм×0.25 мкм

Температура колонки

Начальная температура 100°С, задержка 1.5 минуты, 
конечная температура 300°С, задержка 1.5 минуты, 
скорость подъема температуры 10°/мин
Время анализа 23 минуты

Объем пробы 1.0 мкл аликвоты инжектируется в систему
Дозирование Ручное, микрошприц 10 мкл

Результаты исследований 
Валидация методики. Валидация адапти-

рованного и оптимизированного метода опре-
деления пестицидов в пчелином патматериале 
проводилась по основным валидационным ха-
рактеристикам – селективность, линейность, 
воспроизводимость, предел количественного 
определения и степень извлечения [15]. 

Название метода: Определение пестици-
дов методом газовой хроматографии в под-
море медоносных пчел после летальной ин-
токсикации.

Аналит. Хлорные и фосфорные пести-
циды: гексахлорбензол; альфа-, гамма-гек-
сахлорциклогексан; 4.4-ДДД; 4.4-ДДЭ; 4.4-
ДДТ; метафос; карбофос; фосфамид.

Матрица. Биоорганический патологиче-
ский материал пчелиного подмора.

Тип валидации. Внутренняя валидация. 

Рис. 3. Хроматограмма контрольного образца пчелино-
го подмора
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Таблица 2

Регрессионные уравнения и коэффициенты корреляции пестицидов

1-Гексахлорбензол (ГХБ), 2-альфа-ГХЦГ, 3-гамма-ГХЦГ, 
4-метафос, 5-фосфамид, 6-карбофос, 7-ДДЭ, 8-ДДД, 9-ДДТ

Рис. 4. Хроматограмма хлорорганических и фосфо-
рорганических пестицидов в биологической матрице 
пчелиного подмора

Селективность. Для определения специ-
фичности хроматографической системы был 
проведен анализ 5 подготовленных по методу 
QuEChERS чистых образцов пчелиного под-
мора и образца чистого подмора с прибавле-
нием стандартного раствора смеси хлорных 
и фосфорных пестицидов с концентрацией 
0.500 мкг/мл. На хроматограммах чистых 
образцов подмора не наблюдалось характер-
ных пиков с временами удерживания, соот-
ветствующих временам удерживания хлор- и 
фосфорорганических пестицидов. Хромато-
грамма с добавкой хлорных и фосфорных 
пестицидов содержала пики интересующих 
веществ, соответствующие временам выхода 
перечисленных пестицидов.

Линейность. Для определения линейности 
всех определяемых в работе пестицидов про-
водился анализ 4 чистых образцов пчелиного 
подмора, в каждый из которых прибавлялся 
стандартный раствор смеси 9 пестицидов до 
получения концентраций: 0 мкг/мл, 0.2 мкг/мл, 
0.5 мкг/мл, 1 мкг/мл. По полученным значени-
ям были построены калибровочные графики, 
которые охватывали диапазон от 0 до 1000 нг/
мл (0, 200, 500, 1000 нг/мл). График строили 
методом линейного регрессионного анализа. 
Калибровочный график отображает зависи-
мость относительного отклика на искомые ве-
щества от концентрации этих веществ.

Так как градуировочный раствор содер-
жал смесь 9 пестицидов, то таблица 2 со-
держит формулы регрессионных уравнений 
линейности с поправками и коэффициенты 
корреляции (R2) для каждого анализируемо-
го пестицида.

Степень извлечения и точность воспро-
изводимости. Для оценки степени извле-
чения и воспроизводимости результатов 
определения пестицидов в пчелином под-
море проводился анализ 2 контрольных об-
разцов пчелиного подмора с прибавлением 
стандартного раствора смеси пестицидов 
до получения концентраций 200 нг/мл и 
500 нг/мл. Для получения более точной 
оценки каждый образец хроматографиро-
вался по 3 раза. Количественное определе-
ние проводили по калибровочной кривой. 
Данные по воспроизводимости результатов 
и степени извлечения оценивались по от-
носительному стандартному отклонению 
(ОСОn=5). Результаты, полученные по 
степени извлечения и воспроизводимости, 
представлены в таблице 3. Таким образом, 
из таблицы видно, что для всех 9 пестици-
дов отмечаются достаточно высокие степе-
ни извлечения и точность воспроизведения 

№ Название пестицида Регрессионное уравнение Коэфф. корр., R2

1 Гексахлорбензол + 0.0364 * X - 0.0264 0.997
2 Альфа-ГХЦГ + 0.0250 * X - 0.0948 0.998
3 Гамма-ГХЦГ + 0.0347 * X - 0.0570 0.999
4 Метафос + 0.1993 * X - 0.8330 0.986
5 Фосфамид + 0.1063 * X +0.4649 0.989
6 Карбофос + 1.0484 * X - 0.6070 0.992
7 ДДЭ + 0.0387 * X - 0.0366 0.998
8 ДДД + 0.0685 * X - 0.0309 0.997
9 ДДТ + 0.0518 * X +0.0030 0.999
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данных. Полученные величины ОСО соот-
ветствуют норме не более 20%.

Предел количественного определения. 
Хроматограмма предела количественного 
определения 9 пестицидов в пчелином под-
море представлена на рисунке 5.

Предел количественного определения 
разработанного метода определялся на ос-
новании данных линейности и точности 
воспроизводимости. Таким образом, пре-
дел количественного определения для всех 
пестицидов составил 200 нг/мл. Очеред-
ность выхода пиков пестицидов соответ-
ствующая.

Таблица 3

Степени извлечения пестицидов и воспроизводимость результатов

Внесено 200 нг/мл ОСО, % 500 нг/мл ОСО, %

Аналит Найдено, % Среднее 
найденное Для n=3 Найдено, % Среднее 

найденное Для n=3

Гексахлорбензол
85.6

85.4% 0.29
82.1

82.2% 0.1985.1 82.4
85.4 82.2

Альфа-ГХЦГ
90.2

90.1% 0.50
90.4

90.1% 0.3689.6 90.3
90.5 89.8

Гамма-ГХЦГ
93.2

92.9% 0.32
95.2

95.3% 0.2892.9 95.6
92.6 95.1

Метафос
81.5

81.1% 0.43
83.1

83.1% 0.3080.8 83.3
81.1 82.8

Фосфамид
86.3

86.0% 0.30
84.1

83.7% 0.4285.8 83.4
85.9 83.7

Карбофос
90.2

90.2% 0.33
92.6

92.4% 0.2290.5 92.2
89.9 92.4

ДДЭ
93.2

92.8% 0.38
95.2

95.3% 0.1092.8 95.4
92.5 95.3

ДДД
97.4

97.1% 0.31
95.2

95.0% 0.2196.8 94.9
97.1 94.8

ДДТ
98.2

98.5% 0.26
97.9

98.2% 0.2698.5 98.4
98.7 98.2

Обсуждение результатов
Химический токсикоз пчел или отравление 

медоносных пчел инсектицидами в большин-
стве случаев проявляется внезапно, вслед-
ствие чего насекомые без явных клинических 
признаков погибают. В некоторых случаях 
пчелы успевают долететь до улья, но погиба-
ют возле него.

Определено, что интоксикация пчелосе-
мей пестицидами чаще всего происходит в 
результате грубых нарушений установленных 
правил проведения агрохимизации сельско-
хозяйственных культур, а также в отсутствие 
информации и своевременного оповещения 
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пчеловодов о месте и времени обработок по-
лей в момент массового лёта пчел. И если в 
случае пищевых продуктов существуют нор-
мы содержания остаточных микроколичеств 
для большинства пестицидов, то патологи-
ческий материал, в нашем случае пчелиный 
подмор, этих норм лишен. На данный момент 
информация по нормам на патологический 
материал, особенно на отравление пчел пе-
стицидами, отсутствует.

В работе использовался газовый хрома-
тограф «Хромос ГХ-1000» с детектором по 
захвату электронов (ЭЗД). Данный детектор 
является селективным по отношению к хлор-
содержащим пестицидам. Было определено, 
что ЭЗД так же способен определять и фос-
форсодержащие пестициды, причем обе-
спечивая отличный сигнал при определении 
веществ этого класса. Условия хроматогра-
фического анализа подобраны на основании 
многочисленных опытов. 

Для калибровки системы хроматографа 
готовили смесь стандартных градуировоч-
ных растворов с концентрациями 0,2; 0,5 
и 1 мкг/мл для хлор- и фосфорорганических 
пестицидов. В результате измерений были 
получены калибровочные графики для каж-
дого пестицида с диапазоном концентраций 
0 нг/мл, 200 нг/мл, 500 нг/мл и 1000 нг/мл. 
Хроматографические пики определены по 
временам удерживания пестицидов соглас-
но установкам прибора. Пробоподготовка – 
оптимизированная процедура по эффектив-
ному методу пробоподготовки QuEChERS, 
прошедшая внутрилабораторную валида-
цию. В исследованиях пробы с добавкой пе-
стицидов использовался совершенно чистый 
биоматериал пчелиного подмора, в котором 
ранее не обнаружились остатки определяе-
мых пестицидов. 

Ввиду отсутствия конкретных методик 
пробоподготовки пчелиного патматериала, с 
последующим газохроматографическим ме-
тодом определения пестицидов, была разра-
ботана методика, в которой важной деталью 
являлась пробоподготовка по совершенно со-
временному, быстрому и эффективному ме-
тоду QuEChERS [13], вследствие чего была 
проведена валидация данного метода в сово-
купности с газохроматографическим анали-

зом, что характеризует пригодность данно-
го способа для анализа пестицидов разного 
класса в одной биологической матрице.

Проведенная валидация и адаптация ме-
тода определения хлор- и фосфорорганиче-
ских пестицидов методом газовой хромато-
графии в биоматериале пчелиного подмора 
является внутрилабораторной научно-иссле-
довательской работой. Представленные дан-
ные отражают характерные результаты ис-
следований, а приведенные рекомендации по 
хроматографическому анализу могут быть 
использованы другими лабораториями в ка-
честве вспомогательного информационного 
материала. Таким образом, данный матери-
ал может быть дополнен анализом других 
хлор- и фосфорорганических пестицидов с 
соответствующими расчетами и валидацией 
методики определения.

Заключение
В результате работы была  проведена ва-

лидация и приработка метода QuEChERS 
на возможность определения хлороргани-
ческих и фосфорорганических пестицидов 
в пчелином подморе методом газовой хро-
матографии с применением детектора по 
захвату электронов (ЭЗД). Получены соот-
ветствующие валидационные показатели по 
специфичности, линейности, правильности 
и прецизионности, а также по пределу коли-
чественного определения и степени извле-
чения определяемых компонентов при вы-

Рис. 5. Хроматограмма чистого образца пчелиного 
подмора с содержанием пестицидов на уровне предела 
количественного определения
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полнении всех операций пробоподготовки 
материала, характеризующие пригодность 
данного способа для анализа пестицидов 
разного класса в одной биологической ма-
трице – пчелиного подмора. 

Представленные в работе данные по опре-
делению пестицидов в пробе пчелиного под-
мора методом QuEChERS отражают харак-
терные результаты. Работа подготовлена на 
основании материалов, полученных в ходе 
внутренней валидации разработанного мето-
да определения пестицидов.
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Аннотация. Эпилепсия – одно из наиболее широко распространенных неврологических заболеваний населения. 
Несмотря на многочисленные исследования, механизмы возникновения данной патологии недостаточно изуче-
ны. Целью работы стало изучение морфофункционального состояния астроцитов переднего кортикального ядра 
миндалевидного комплекса мозга при дефиците тестостерона при неконвульсивной (абсансной) форме эпилеп-
сии. В экспериментальном исследовании на лабораторных животных – самцах крыс линии WAG/Rij, являющихся 
признанной моделью абсансной эпилепсии, продемонстрировано влияние дефицита тестостерона на астроцитар-
ную глию. Исследование проведено с использованием современного метода окрашивания клеток – иммуноги-
стохимии, которым выявляли содержание маркера астроглиальных клеток – кислого глиального фибриллярного 
белка (GFAP). Выявлена реактивность астроцитов, которая выражалась в изменении морфологических и морфо-
метрических параметров. Измерение морфометрических характеристик показало, что после экспериментальной 
орхидэктомии происходит увеличение размеров клеток. Подсчет количества астроцитов демонстрирует их явную 
пролиферацию в ответ на понижение уровня половых гормонов в группе орхидэктомированных животных. 
Summary. Epilepsy is one of the most widespread neurological diseases of population. Despite numerous studies, the 
mechanisms of occurrence of this pathology are not enough understood. The purpose of the work was to study the changes 
in the morphofunctional state of the astrocytes of the anterior cortical nucleus of the brain’s amygdala in response to 
testosterone defi ciency at nonconvulsive (absence) form of epilepsy. In an experimental study on laboratory animals – male 
WAG / Rij rats, which is a recognized model of human absence epilepsy, the effect of testosterone defi ciency on astrocytes 
was demonstrated. The study was conducted using the modern cell staining method – immunohistochemistry. Using an 
immunohistochemical method, we detected the content of the marker of astroglial cells – a glial fi brillary acidic protein 
(GFAP). Reactivity of astrocytes was revealed, and it was expressed in changes of morphological and morphometric 
parameters. Measurement of morphometric characteristics showed that after experimental orchidectomy there is an increase 
in cell sizes. Counting the number of astrocytes demonstrates their apparent proliferation in response to a decrease of the 
level of sex hormones in the group of orchidectomized animals.
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Введение 
Эпилепсия является хронической нейро-

генной патологией, которая обычно спро-
воцирована нарушениями в центральной 
нервной системе (ЦНС). В иерархии общих 
и неврологических заболеваний эпилепсия 
занимает третье место [1, 5, 13]. Известно об 
эндокринологическом участии в регуляции 
возникновения абсансных эпилептических 
приступов [8]. 

Миндалевидный комплекс (МК) мозга об-
ладает низким порогом чувствительности 
к судорожной активности [7]. Он участвует 
в ключевых механизмах регуляции широкого 
спектра физиологических процессов, а так-
же играет ведущую роль в регуляции нейро-
эндокринных процессов и поведения [2, 3, 
4]. Как нейроэндокринный центр, выполняя 
регуляцию секреции гонадотропинов и уча-
ствуя в организации полового поведения, 
МК контролирует половое созревание орга-
низмов и взаимодействует с гипоталамиче-
ской областью мозга [4, 14, 15]. 

Переднее кортикальное ядро (СОа) мин-
далевидного комплекса мозга является эле-
ментом нейроэндокринной системы мозга, 
так как нейроны СОа имеют рецепторы к по-
ловым стероидам и реагируют на их уровень 
изменением своей функциональной актив-
ности [2, 4]. В ранее проведенных электро-
физиологических исследованиях было вы-
явлено, что СОа является областью мозга, 
в которой регистрировались пик-волновые 
разряды (SWD), характерные для абсанс-
эпилепсии [10].

Всё вышеизложенное объясняет повы-
шенный интерес к изучению изменений мор-
фофункциональных характеристик астроци-
тов СОа МК мозга при абсансной эпилепсии, 
которые обусловлены влиянием на них поло-
вых гормонов.

Материалы и методы. Исследование было 
проведено на половозрелых самцах крыс ли-
нии WAG/Rij (n=24) с массой тела 250–300 г, 
в возрасте шести месяцев, являющихся 
инбредной линией с абсансной эпилепси-
ей. Крысы были разделены на две группы: 
контрольную и группу орхидэктомирован-
ных животных. Животные были выращены 
в стандартных условиях вивария кафедры 

физиологии и общей биологии БашГУ, 
характеризующихся постоянством ком-
натной температуры (20º–22ºС) и уровнем 
влажности. 

С целью моделирования дефицита поло-
вых гормонов была проведена орхидэктомия 
самцов [4]. После операции крыс помещали 
в чистую клетку и содержали при обычных 
условиях. Через месяц были произведены 
декапитация животных и извлечение го-
ловного мозга для изготовления микропре-
паратов исследуемой нами структуры МК. 
В течение всего эксперимента контрольных 
и опытных животных содержали без стрессо-
вых и медикаментозных воздействий. Работа 
с экспериментальными животными, а также 
выведение их из эксперимента проводились 
в соответствии с «Правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных 
животных» (Приказ МЗ СССР от 12.08.1977 
№ 755).

Образцы фиксировались в 10 % забуфе-
ренном формалине, далее заливались в пара-
финовые блоки по общепринятой методике. 
Изготовление серийных срезов во фронталь-
ной плоскости толщиной 4 мкм проводилось 
на микротоме Leica RM 2145 (Германия).

Далее срезы окрашивали с помощью 
иммуногистостейнера Leica Microsystems 
BONDTM (Германия). Иммуногистохимиче-
ским методом выявляли содержание марке-
ра глиальных клеток – высокоспецифичного 
кислого глиального фибриллярного белка 
(GFAP) на парафиновых срезах согласно про-
токолу, указанному производителем: исполь-
зовали мышиные моноклональные антитела 
(Santa Cruz Biotechnology) и универсальную 
систему вторичной детекции для визуализа-
ции (NovocastraTM). Исследовали СОа МК 
мозга крыс линии WAG/Rij до и после орхи-
дэктомии. После проведения иммуногисто-
химической реакции ядра клеток докраши-
вались гематоксилином.

Оценку структурных изменений астро-
цитов проводили с помощью микроскопа 
МИКМЕД-5 (ЛОМО) и камеры Levenhuk 
C510 при увеличении х400. С помощью спе-
циализированного программного обеспече-
ния PhotoM и ToupView производились из-
мерение площади и подсчёт клеток глии.
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Математико-статистическую обработку 

данных проводили с помощью программы 
«STATISTICA» v.10.0 (Stat Soft Inc., США). 
Для оценки различий в независимых группах 
использовался непараметрический критерий 
Манна-Уитни (Mann-Whitney U test). Разли-
чия считали статистически значимыми при 
p<0,05.

 
Результаты исследования и обсуждение
В ходе иммуногистохимического иссле-

дования было отмечено, что астроциты СОа 
МК головного мозга крыс реагируют на из-
менение уровня половых гормонов. На ги-
стологических препаратах было выявлено 
изменение степени экспрессии GFAP в СОа 
МК мозга крыс линии WAG/Rij до и после 
орхидэктомии (рис. 1–2). 

На контрольных препаратах выявлялись 
астроциты различной полигональной фор-
мы: звездчатые, веретеновидные, пирамидо-
образные и т.д. (рис. 1). 

Контуры астроцитов определялись чет-
ко, количество отростков незначительное. 
GFAP умеренно экспрессировался в телах и 
отростках астроцитов. Клетки можно оха-
рактеризовать как гипохромные, с хорошо 
определяющимися ядрами, имеющими цен-
тральное положение. 

После орхидэктомии (рис. 2) клетки астро-
глии в экспериментальной группе характери-
зовались как гиперхромные, клеточные ядра 

Рис. 1. Экспрессия кислого глиального фибриллярного 
белка (коричневый цвет) в СОа МК мозга крыс линии 
WAG/Rij в контрольной группе. Непрямой иммунопе-
роксидазный метод с подкраской гематоксилином. 
Ув. х400.

Рис. 2. Экспрессия кислого глиального фибриллярного 
белка (коричневый цвет) в СОа МК мозга крыс линии 
WAG/Rij после орхидэктомии. Непрямой иммунопе-
роксидазный метод с подкраской гематоксилином. 
Ув. х400.

плохо визуализировались. Определяется гу-
стая сеть толстых древовидных отростков 
астроцитов, происходит резкое повышение 
уровня GFAP. Форма астроцитов стала ис-
ключительно звездоподобной. Нечеткость и 
расплывчатость границ клеток объясняется 
их гипертрофией – ответной реакцией на по-
вреждение, проявляющейся признаками ци-
тотоксического отека, повреждающего белки 
промежуточных филаментов в телах и от-
ростках. 

Наши результаты коррелируют с лите-
ратурными данными, в которых астроциты 
в ответ на выраженное ограничение кровото-
ка в головном мозге иммунопозитивно реа-
гировали на GFAP [6; 19], что объясняется их 
повышенной активностью. 

Следующим этапом после визуально-
го анализа морфологической картины ста-
ло проведение морфометрического анализа 
астроцитов на микрофотографиях (табл. 1).

Результаты измерения морфометрических 
параметров показали, что эксперименталь-
но вызванный дефицит половых стероидов 
стимулирует увеличение размеров клеток на 
37,43 % по сравнению с интактной группой. 

Подсчет количества астроцитов демон-
стрирует их явную пролиферацию в ответ 
на понижение уровня половых гормонов: ко-
личество клеток увеличилось на 57,32 %.

Таким образом, уровень функциональ-
ной активности астроцитов определяется их 
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морфологическими и численными измене-
ниями, которые зависят от их окружения, так 
как они меняют свою форму на звездчатую 
только при активном контакте с соседними 
клетками. 

Морфоструктурные параметры могут быть 
использованы в качестве критериев при иссле-
довании нейропатологических процессов [9, 
11, 12]. Влияние дефицита андрогенов, являю-
щегося травматичным фактором для нервной 
системы, на морфофункциональное состояние 
астроцитов проявляется астроцитарной реак-
цией: гипертрофией и гиперплазией клеток, в 
связи с чем увеличивается число синаптических 
контактов, из-за чего астроциты приобретают 
форму звезды с большим числом крупных от-
ростков. Такая реакция астроцитов на измене-
ние уровня половых гормонов подтверждает 
данные об их влиянии на морфологию структур 
головного мозга [4, 14, 15].
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Таблица 1

Динамика площади и числовых показателей астроцитов в переднем кортикальном ядре 
МК мозга при дефиците тестостерона у самцов крыс (M±m)

Исследуемый параметр Контроль Орхидэктомия Достоверность различий
Площадь астроцитов, мкм2 380,68±15,84 523,17±20,03 р<0,05

Количество астроцитов 15,37±0,92 24,18 ±1,26 р<0,05
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Аннотация. Цель работы – установить типичные патоморфологические изменения у откормочных свиней при лавсо-
ниозе для усовершенствования патологоанатомической и дифференциальной диагностики. Объектом и материалом ис-
следования послужили 9 свиней в возрасте 160–170 дней из группы откорма промышленного свинокомплекса, образцы 
сыворотки крови которых признаны положительными при определении антител к возбудителю лавсониоза Lawsonia 
intracellularis методом ИФА, набор BioScreen Ileitis Ab ELISA. Совместно со специалистами фермы проведено патоло-
гоанатомическое исследование этих свиней и затем гистологическое исследование подвздошной кишки. В результате 
патологоанатомического исследования у 3-х свиней обнаружено пролиферативное воспаление подвздошной кишки, 
включая илео-цекальный клапан, и у 6 – пролиферативно-геморрагическое воспаление подвздошной, тощей, слепой и 
ободочной кишок. При патогистологическом исследовании в слизистой оболочке подвздошной кишки выявили атрофию 
ворсинок с полным отсутствием их на отдельных участках. Ворсинки покрыты крупными, слабо дифференцированными 
клетками; отсутствуют бокаловидные клетки; крипты сильно расширены и удлинены, многие выдаются в подслизистый 
слой и кишечно-ассоциированную лимфоидную ткань; в криптах находятся скопления крупных, слабо дифференциро-
ванных железистых клеток (аденоматоз), выделяются клетки с сильно окрашенным ядром и базофильной цитоплазмой. 
В слизистой оболочке подвздошной кишки у 6 свиней при пролиферативно-геморрагической энтеропатии, наряду 
с аденоматозом, обнаружили лейкоцитарную инфильтрацию собственной пластинки, тромбоз мелких кровеносных 
сосудов, скопления нейтрофильных лейкоцитов в полости крипт, очаги некроза и кровоизлияния в слизистой оболоч-
ке. Пролиферативное воспаление подвздошной кишки, включая илео-цекальный клапан, следует считать патогномо-
ничным для лавсониоза откормочных свиней. Это позволяет при дифференциальной диагностике отличать лавсониоз 
от болезней, сходных с лавсониозом по клиническим признакам.
Summary. The aim of this work is to establish typical pathomorphological changes in fattening pigs in lawsoniosis to 
improve the pathology and differential diagnosis. The object and the material of the study consists of 9 pigs at the age of 160–
170 days from the fattening group of an industrial pig farm, serum samples of blood which were considered positive after 
detection of antibodies to the causative agent of Lawsonia intracellularis lawsoniosis by ELISA, the set of BioScreen Ileitis 
Ab ELISA. Together with the specialists of the farm, a pathoanatomical study of these pigs and a histological study of the 
ileum were conducted. As a result of the pathoanatomical study in 3 pigs proliferative infl ammation of the ileum was found, 
including the ileo-cecal valve, and in 6 pigs – proliferative-hemorrhagic infl ammation of the ileum, jejunum, cecum and 
colon. Pathohistological study in the mucous membrane of the ileum revealed atrophy of the villi with a complete absence 
of them in some areas. The villi are covered with large, poorly differentiated cells; there are no goblet cells; crypts are 
greatly expanded and elongated, many are issued in the submucosal layer and intestinal-associated lymphoid tissue; in the 
crypts there are clusters of large poorly differentiated glandular cells (adenomatosis) and cells are allocated with a strongly 
colored nucleus and basophilic cytoplasm. In the mucous membrane of the ileum in 6 pigs with proliferative-hemorrhagic 
enteropathy, along with adenomatosis, leukocyte infi ltration of their own plate, thrombosis of small blood vessels, clusters 
of neutrophils in the cavity of crypts, foci of necrosis and hemorrhage in the mucous membrane were found. Proliferative 
infl ammation of the ileum, including ileo-cecal valve, should be considered pathognomonic for lawsoniosis of pigs, which 
allows for differential diagnosis to distinguish lawsoniosis from diseases similar to lawsoniosis by clinical signs.
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Введение 
Лавсониоз – болезнь свиней, вызываемая 

бактерией Lawsonia intracellularis. К настоя-
щему времени лавсониоз свиней распростра-
нился в хозяйствах многих стран мира [1,  2,  
3,  9,  5]. Болеют лавсонизом животные раз-
ного возраста, начиная с 3-х недель, чаще же 
всего – откормочные свиньи. Свинофермы 
с заражённым поголовьем несут значитель-
ные убытки из-за недополучения продукции 
в связи с неэффективным откормом. Болезнь 
проявляется в виде пролиферативного вос-
паления кишечника. В прошлые годы причи-
ной выше названной кишечной болезни сви-
ней считались бактерии рода Campylobacter 
– C. mucosalis и C. intestinalis [4]. В 1995 году 
был открыт истинный возбудитель болезни 
– бактерия Lawsonia intracellularis [6]. Пато-
генез лавсониоза считается недостаточно из-
ученным. Считают, что после алиментарно-
го заражения лавсония попадает в кишечные 
крипты и размножается главным образом в 
подвздошной кишке, в делящихся клетках 
крипт, являясь внутриклеточным «парази-
том». Наличие разных видов изменения ки-
шечника при лавсониозе, а именно кишеч-
ного аденоматоза, некротического энтерита, 
регионального илеита, геморрагической эн-
теропатии, пролиферативной энтеропатии, 
связывают с соотношением резистентности 
животного, в частности, зависящей от воз-
раста, и вирулентности бактерии [8]. Преоб-
ладание пролиферации (аденоматоза), или 
альтерации (некроза, повреждения кровенос-
ных сосудов) при лавсониозе теоретически 
возможно у животных любого возраста. Мы 
исследовали откормочных свиней, посколь-
ку изначально были заинтересованы изучить 
патоморфологию болезней свиней этой груп-
пы. В клиническом проявлении лавсониоза 
отмечают диарею, нередко с кровянистыми 
фекалиями, отставание в росте, плохие кон-
диции [4]. В клиническом проявлении лавсо-
ниоз имеет сходство с дизентерией, сальмо-
неллёзом, колибактериозом, балантидиозом, 
трихоцефалёзом. Для его дифференциации 
используют прижизненное исследование 
методом ИФА. Однако при обнаружении 
антител необходимо учитывать возможность 
латентного течения заболевания и бактерио-

носительства. В таком случае целесообразно 
провести вскрытие и гистологическое иссле-
дование и найти патологоанатомические и 
патогистологические изменения, свойствен-
ные лавсониозу. Поэтому определена цель 
данной работы: установить типичные пато-
морфологические изменения у откормочных 
свиней при лавсониозе для усовершенство-
вания патологоанатомической и дифферен-
циальной диагностики.

 
Материалы и методы исследования
Объектом и материалом исследования по-

служили 9 свиней в возрасте 160–170 дней из 
группы откорма промышленного свиноком-
плекса, образцы сыворотки крови которых 
признаны положительными по лавсониозу. 
Для определения антител к возбудителю лав-
сониоза Lawsonia intracellularis применён ме-
тод ИФА с использованием набора BioScreen 
Ileitis Ab ELISA. Совместно со специалиста-
ми фермы проведено патологоанатомическое 
исследование этих свиней. Отобрали пробы 
подвздошной кишки для гистологическо-
го исследования. Патологический матери-
ал фиксировали в 10 % растворе нейтраль-
ного формалина. Затем проводили заливку 
в парафин по общепринятой методике и на 
ротационном микротоме изготовили срезы 
толщиной 5–7 мкм. Срезы окрасили гематок-
силином и эозином. Изучение гистологиче-
ских препаратов провели при помощи свето-
оптического микроскопа для биологических 
исследований N-100B при увеличении 160 
и 600. Микрофотографирование проводи-
ли при помощи цифровой камеры Levenhuk 
C510.

Результаты исследования 
Результаты серологического исследования
В результате исследования методом ИФА 

с использованием набора BioScreen Ileitis Ab 
ELISA образцы сыворотки крови признаны 
положительными по лавсониозу.

Результаты патологоанатомического ис-
следования 

У всех свиней при вскрытии установили 
патологоанатомические изменения в кишеч-
нике, однако, не одного, а двух видов. У 3-х 
свиней обнаружили макроскопические изме-
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Рис. 1. Конечная часть подвздошной кишки в относи-
тельной норме. Видны устья крипт в широкой пейеро-
вой бляшке. Отдельные крипты воспалены

Рис. 3. Лавсониоз. Пролиферативный илеит (фиксиро-
ванный материал)

Рис. 5. Лавсониоз. Илео-цекальный клапан. Пролифера-
тивное воспаление

Рис. 7. Лавсониоз. Пролиферативно-геморрагическое 
воспаление подвздошной кишки

Рис. 2. Лавсониоз. Пролиферативный илеит

Рис. 4. Илео-цекальный клапан в норме

Рис. 6. Лавсониоз. Илео-цекальный клапан. Пролифера-
тивное воспаление (фиксированный материал)

Рис. 8. Лавсониоз. Пролиферативно-геморрагическое 
воспаление тощей кишки
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Рис. 9. Подвздошная кишка. Крипты. Норма. Окр. гема-
токсилин-эозин. Ув. 150

Рис. 11. Лавсониоз. Подвздошная кишка. Крипты. Аде-
номатоз. Окр. гематоксилин-эозин. Ув. 600

Рис. 13. Лавсониоз. Подвздошная кишка. Крипты. Базо-
филия клеток, инфицированных лавсонией, и аденома-
тоз. Окр. гематоксилин-эозин. Ув. 600

Рис. 15. Лавсониоз. Илео-цекальный клапан. Некроз сли-
зистой оболочки 1. Окр. гематоксилин-эозин. Ув. 160

Рис. 10. Илео-цекальный клапан. Крипты. Норма. Окр. 
гематоксилин-эозин. Ув. 150

Рис. 12. Лавсониоз. Илео-цекальный клапан. Крипты. 
Аденоматоз. Окр. гематоксилин-эозин. Ув. 600

Рис. 14. Лавсониоз. Илео-цекальный клапан. Крипты. 
Базофилия клеток, инфицированных лавсонией, и аде-
номатоз. Окр. гематоксилин-эозин. Ув. 600

Рис. 16. Лавсониоз. Илео-цекальный клапан. Некроз сли-
зистой оболочки 2. Окр. гематоксилин-эозин. Ув. 600
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нения только в подвздошной кишке. Стенка 
кишки сильно утолщена, уплотнена; сли-
зистая оболочка – светло-серого цвета, со-
брана в крупные и мелкие складки (рис. 2, 
3). Складки не удаётся расправить. Такие 
патологоанатомические изменения описаны 
при пролиферативной энтеропатии свиней, 
одной из форм лавсониоза [7]. Нерасправ-
ляемые складки найдены также на илео-
цекальном клапане – анатомическом обра-
зовании, которое разделяет полости тонкой 
и толстой кишок (рис. 5–6). Описание скла-
док на илео-цекальном клапане при лавсо-
ниозе нам не удалось найти в доступных 
источниках информации. У 6 других свиней 
обнаружили макроскопические изменения 
в подвздошной, тощей, слепой и ободочной 
кишках. Слизистая оболочка кишок немного 
утолщена, складчатая, тёмно-красного цве-
та, содержит мелкие эрозии. На поверхности 
слизистой оболочки и в просвете кишок на-
ходится жидкое кровянистое содержимое, а 
также свёртки крови и фибрина в виде длин-
ных «жгутов» (рис. 7, 8). В источниках ин-
формации подобные патологоанатомические 
изменения относят к другой форме лавсони-
оза – пролиферативно-геморрагической эн-
теропатии [8]. У выше названных 6 свиней 
наряду с изменениями в кишечнике отмети-
ли анемию кожи, мышц, паренхиматозных 
органов. 

Результаты гистологического исследова-
ния

В слизистой оболочке подвздошной киш-
ки 3-х свиней с пролиферативной энтеропа-
тией ворсинки атрофированы, на отдельных 
участках отсутствуют. В некоторых ворсин-
ках находятся единичные бокаловидные 
клетки, кишечные ворсинки покрыты круп-
ными, слабо дифференцированными клет-
ками. Такие клетки в большом числе нахо-
дятся в нижней части ворсинок и заполняют 
полости крипт. Крипты сильно расширены 
и удлинены, многие выдаются в подсли-
зистый слой и кишечно-ассоциированную 
лимфоидную ткань. В криптах находятся 
скопления крупных слабо дифференциро-
ванных железистых клеток, то есть имеет 
место так называемый аденоматоз, являю-
щийся результатом интенсивной пролифе-

рации клеток крипт (рис. 11, 12). В криптах 
выделяются клетки с сильно окрашенным 
ядром и базофильной цитоплазмой (рис. 13–
14). Судя по литературным данным, опреде-
лено [4], что в подобных клетках, только что 
образовавшихся при делении, идёт размно-
жение лавсоний. В собственной пластинке 
слизистой оболочки находятся немногочис-
ленные макрофаги. На отдельных участках в 
слизистой оболочке имеются очаги поверх-
ностного некроза с инфильтрацией лейко-
цитами в области границы некротического 
очага. На других участках найдены крипты 
со скоплением лейкоцитов в их полости. 
В слизистой оболочке подвздошной кишки 
у 6 свиней при пролиферативно-геморраги-
ческой энтеропатии наряду с аденоматозом, 
обнаружили лейкоцитарную инфильтрацию 
собственной пластинки, тромбоз мелких 
кровеносных сосудов, скопления нейтро-
фильных лейкоцитов в полости крипт, оча-
ги некроза (рис. 15–16) и кровоизлияния 
в слизистой оболочке. Пролиферативное 
воспаление подвздошной кишки, включая 
илео-цекальный клапан, следует считать 
патогномоничным для лавсониоза свиней, 
что позволяет при дифференциальной диа-
гностике отличать лавсониоз от болезней, 
сходных с лавсониозом по клиническим 
признакам. При дизентерии, сальмонеллё-
зе, колибактериозе, балантидиозе, трихо-
цефалёзе развивается не пролиферативное, 
а экссудативное воспаление кишечника. 
При дизентерии, балантидиозе и трихоце-
фалёзе – катарально-геморрагическое вос-
паление, при колибактериозе – катаральное, 
при сальмонеллёзе – фибринозное. Видится 
целесообразным проведение патологоана-
томического и патогистологического ис-
следования подвздошной кишки свиней, 
чтобы иметь представление о наличии па-
толоморфологических изменений, патог-
номоничных для лавсониоза. Необходимо 
учитывать определённую недостаточность 
только лишь выявления генома возбудителя 
и антител к Lawsonia intracellularis у сви-
ней на фермах. Известно, что на подобных 
фермах, где у свиней выявляют геном воз-
будителя и антитела к лавсонии, лавсониоз 
нередко протекает бессимптомно [5]. 

ПАТОЛОГИЧЕСКАЯ АНАТОМИЯ
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ПАТОЛОГИЧЕСКАЯ АНАТОМИЯ
Заключение
В результате патологоанатомического 

исследования 9 откормочных свиней, при-
знанных больными лавсониозом, обнару-
жено у 3-х – пролиферативное воспаление 
подвздошной кишки, включая илео-це-
кальный клапан, и у 6 – пролиферативно-
геморрагическое воспаление подвздош-
ной, тощей, слепой и ободочной кишок. 
При патогистологическом исследовании 
в слизистой оболочке подвздошной киш-
ки выявили атрофию ворсинок с полным 
отсутствием их на отдельных участках. 
Ворсинки покрыты крупными, слабо диф-
ференцированными клетками; отсутству-
ют бокаловидные клетки; крипты сильно 
расширены и удлинены, многие выдаются 
в подслизистый слой и кишечно-ассоци-
ированную лимфоидную ткань; в крип-
тах находятся скопления крупных слабо 
дифференцированных железистых клеток 
(аденоматоз); выделяются клетки с сильно 
окрашенным ядром и базофильной цито-
плазмой. В слизистой оболочке подвздош-
ной кишки у 6 свиней при пролифератив-
но-геморрагической энтеропатии наряду с 
аденоматозом, обнаружили лейкоцитарную 
инфильтрацию собственной пластинки, 
тромбоз мелких кровеносных сосудов, ско-
пления нейтрофильных лейкоцитов в поло-
сти крипт, очаги некроза и кровоизлияния 
в слизистой оболочке. Пролиферативное 
воспаление подвздошной кишки, включая 
илео-цекальный клапан, следует считать 
патогномоничным для лавсониоза свиней, 
что позволяет при дифференциальной диа-
гностике отличать лавсониоз от болезней, 
сходных с лавсониозом по клиническим 
признакам.
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