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ИНДИВИДУАЛЬНАЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ КЛЕТОК КРОВИ 
ЖЕРЁБЫХ КОБЫЛ К МОДУЛИРОВАННОМУ УЛЬТРАЗВУКУ

А.А. ОЛЕШКЕВИЧ, Т.В. ИППОЛИТОВА, В.Н. ШЕВКОПЛЯС

(ФГБОУ ВО «Московская государственная академия ве теринарной медицины 
и биотехнологии – МВА имени К.И. Скрябина)

Доказана возможность лабораторной диагностики ранних стадий беременности самок 
животных. Воздействие на образцы крови кобыл в термостатируемой кювете стоячей ампли-
тудно-модулированной ультра звуковой волной частотой генерации 0,88 МГц, интенсивностью 
0,05 Вт/см2 и частотой модуляции из диапазона 10–20 Гц, в течение 15–20 с приводит к до-
стоверному изменению морфологического состояния форменных элементов крови. Простыми 
и доступными методами световой микроскопии в крови жерёбых кобыл выявлена агрегация лей-
коцитов на фоне отсутствия признаков лизиса и клеточной деструкции эритроцитов. Разраба-
тываемый метод может использоваться при неинвазивном ультразвуковом исследовании крови 
самок сельскохозяйственных животных на ранних сроках беременности. Методику предлагает-
ся реализовывать как самостоятельный метод диагностики, так и в качестве дополнительного 
к традиционным ветеринарным клиническим методам в связи с его простотой и дешевизной.
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Актуальной задачей ветеринарной медицины является повышение эффектив-
ности и снижение трудоёмкости ранней диагностики беременности самок продук-
тивных животных. Ранняя диагностика жерёбости у кобыл имеет большое значение, 
т.к. позволит в соответствии с результатами диагноза либо прекратить случку кобылы 
зажеребевшей, но проявляющей ложную охоту, либо продолжать случку, применяя 
меры к недопущению оставления кобылы неоплодотворённой. Что, в конечном счё-
те, повысит процент жерёбости. Методы лабораторной диагностики беременности 
продуктивных животных отработаны давно и успешно применяются [1, 2], однако, 
простых в исполнении достоверных методик диагностики ранних стадий жерёбости 
или стельности крайне мало.

Из уровня техники известен способ диагностики беременности с 1,5-месяч-
ного срока после «отбоя» методом ректального обследования [3]. Однако данный 
способ является высоко трудоёмким и подразумевает непосредственное участие жи-
вотного как объекта исследования, в отличие от лабораторных методов диагностики. 
Также известен способ диагностики беременности коров [4] на основе радиометри-
ческого измерения температуры внутренних органов. Недостатками данного спосо-
ба являются сложность его проведения и необходимость использования дорогостоя-
щего оборудования: СВЧ-модулятора, радиотермографа и антенн-аппликаторов, что 
требует высокой квалификации оператора.

Для определения жерёбости в ветеринарной медицине успешно применяются 
лабораторные методы диагностики [5–10]. Наиболее часто используемые из методик 
распознавания беременности – анализ крови жерёбых кобыл на содержание сыворо-
точного гонадотропина, а мочи – на содержание фолликулина, хорионического го-
надотропина [11], основаны на появлении большого количества гормонов. Методы 
сложны, высокозатратны и требуют использования специального оборудования, ла-
бораторных животных и тест-наборов. Метод распознавания жерёбости по уровню 
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прогестерона в плазме крови кобылы осуществим на 18–25-е сутки после осеменения. 
(В течение беременности высокий уровень этого гормона поддерживается жёлтым 
телом, но если оплодотворения не произошло, то на 2-й неделе происходит обратное 
развитие жёлтого тела, что приводит к стремительному упадку концентрации проге-
стерона, а к началу 3-ей недели его содержание минимально.) Исследованием на про-
гестерон можно с уверенностью выявить только бесплодие – концентрация гормона 
ниже 1 нг/мл. Точность определения жерёбости существенно ниже (90%), поэтому 
при концентрации гормона более 1 нг/мг ставится условный положительный диагноз.

С середины второго месяца вплоть до 5-го в крови жерёбой кобылы присут-
ствует гонадотропин – гормон, образующийся только в эндометрии жерёбой матки 
и отвечающий за работу половых органов во время беременности. Наилучшие диа-
гностические результаты получаются при взятии крови на третьем месяце жерёбо-
сти. Точность метода доказана для сроков больше 100 дней с момента оплодотворе-
ния. Определить концентрацию эстрогенов можно пробой Кубони (визуальная оцен-
ка флуоресценции) или радиоиммунологическим анализом.

Способ диагностики стельности коров с использованием акустического поля [12] 
включает в себя аускультацию шумов маточных артерий, их последующий компьютер-
ный анализ с построением амплитудно-частотной характеристики шумов и наглядным 
представлением этих шумов в графическом виде. Согласно изобретению, проводят ау-
скультацию кровеносных сосудов малого таза и полученные результаты сравнивают с эта-
лонными. При наличии на амплитудно-частотной характеристике пиков в районе 200 Гц 
и 2000 Гц, превышающих более, чем на 4 дБ основную кривую амплитудно-частотной 
характеристики, делают заключение о наличии беременности со сроком 2–3 месяца.

Недостатком данного метода авторы настоящего исследования считают техни-
ческое ограничение (оборудование и программное обеспечение), ограничение мини-
мального срока стельности при его установлении и узкая направленность изобрете-
ния – только самки КРС; следовательно, способ не применим для лошадей.

Следовательно, к существенным недостаткам большинства методов лабора-
торной диагностики жерёбости можно отнести наличие разных по достоверности 
результатов в разные недели исследования, а также необходимость точно знать дату 
покрытия. Кроме того, методы диагностируют беременность по изменению физио-
логического состояния животных и по изменению биохимических показателей био-
логических жидкостей организма. Авторы данной статьи изучили изменение физио-
логического состояния клеток крови кобыл в акустическом поле. Нами использованы 
биофизические методы исследования мембран клеток крови животных, а не цело-
го организма. Проведение научного поиска показало, что на протяжении последних 
50 лет отсутствуют публикации по использованию УЗ при анализах крови животных 
на наличие беременности in vitro как в отечественной, так и в зарубежной литературе.

Целью нашего исследования являлось изучение возможности определения в ла-
бораторных условиях жерёбости на основе анализа мазков крови на наличие визуаль-
но идентифицируемых особенностей состояния форменных элементов крови in vitro.

Задачи исследования:
– выявление закономерностей взаимодействия клеток крови жерёбых и небе-

ременных животных с ультразвуком безопасного диапазона: минимальной из приме-
няемых терапевтической интенсивности и предельно низкого времени экспозиции;

– апробация возможности создания способа экспресс-диагностики наличия 
/ отсутствия ранних сроков жерёбости при помощи определения цитологических из-
менений в мазках крови и особенностей клеточного ответа на действие акустических 
(УЗ) волн низкой терапевтической интенсивности in vitro;

– расширение арсенала способов диагностики беременности у лошадей.
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Материалы и методы

Воздействовали стоячей амплитудно-модулированной ультразвуковой волной 
in vitro. Экспозиция УЗ: время облучения от 15 с до 20 с, ISATA – средняя по пространству 
и времени интенсивность – 0,05 Вт/см2, частота генерации 0,88 МГц, частота модуляции 
из диапазона 10–20 Гц. Отечественные терапевтические аппараты: УЗТ- 1–01Ф; Уль-
тразвук Т-5 и УЗТ-1.02С. Амплитудная модуляция со скважностью 2, модулятор Г3–112 
(или любой аналогичный генератор). Объём обрабатываемых образов крови составлял 
от 3 до 5 мл. Кровь брали из периферических вен: вены Сафена и подкожной вены 
предплечья. Забор крови кобыл для биохимических и гематологических исследований 
проводили при плановом осмотре или диспансеризации. Оставшуюся кровь использо-
вали в научных экспериментах. Образцы крови лошадей обрабатывались в абсолютно 
одинаковых условиях (площадь излучателя, охлаждение, циркуляция жидкости), в каче-
стве антикоагулянтов использовали гепарин или цитрат натрия. Ультразвуковое воздей-
ствие на клетки находящейся в кювете крови, термостатируемой с помощью водяного 
ультратермостата, осуществлялось с помощью терапевтического излучателя. Стенки 
кюветы выполнены из пластика или пластмассы, но могут быть изготовлены из любых 
акустически прозрачных материалов. В качестве охлаждающей жидкости применялась 
непрерывно циркулирующая дистиллированная вода (т.н., «проточное охлаждение»). 
Результат воздействия УЗ на клетки сразу же наблюдали в световой микроскоп.

Делали мазки, окрашивали стандартным методом дифференциального окрашива-
ния биопрепаратов [13] и анализировали морфологическое состояние клеток методами 
световой микроскопии (микроскоп «Микмед-5», объектив 100x/1,25, окуляр 10x/18). В ла-
бораторных исследованиях использовали 100 проб крови от кобыл со сроком беремен-
ности до 1 месяца и 10 контрольных образцов от нежерёбых кобыл. Анализ результатов 
проводили на основе регистрации изменения морфологии клеток после УЗ воздействия 
(рис. 1–5) и физиологического состояния интактных клеток крови (контроль, рис. 6).

Результаты и обсуждение

Отдельные примеры воздействия 
экспериментально найденными и отра-
ботанными режимами приведены ниже.

Пример 1. Интенсивность дей-
ствующего УЗ 0.05 Вт/см2, частота мо-
дуляции 10 Гц, время обработки 18 с. 
На микрофотографии (рис. 1) видно, что 
лейкоциты в микро- и макрогруппах, 
сохранны только сегментоядерные ней-
трофилы, почти отсутствуют лимфоци-
ты; много лейкоцитов с лизисом ядра 
и цитоплазмы.

Пример 2. Интенсивность дей-
ствующего УЗ 0.05 Вт/см2, частота моду-
ляции 12 Гц, 15 с: лейкоциты в группах 
с лизированным ядром и цитоплазмой, 
у лимфоцитов регистрировали деформа-
цию ядер, кариолизис, цитолиз (рис. 2).

Пример 3. Интенсивность дей-
ствующего УЗ 0.05 Вт/см2, частота 

Рис. 1. Фотография мазка крови 
жерёбой кобылы. УЗ интенсивность 0.05 Вт/см2, 

частота модуляции 10 Гц, 18 с-экспозиция. 
Выраженная агрегация и деструкция лейкоцитов. 

Возможна идентификация сегментоядерных 
нейтрофилов. На фоне клеточного лизиса 
видно отсутствие изменений эритроцитов. 

Увеличение (здесь и далее): объектив 100x/1,25, 
окуляр 10x/18 (Фото А.А. Олешкевич)
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модуляции 14 Гц, 15–20 с: агрегация лейко-
цитов, лизированы ЦПМ и ядро, нет границ 
ядра и ЦПМ. (рис. 3).

Пример 4. Интенсивность действующе-
го УЗ 0.05 Вт/см2, частота модуляции 16 Гц, 
17 с: группами лежащие клетки с признака-
ми деформации и лизиса ядра и цитоплазмы 
(рис. 4). Эритроциты без изменений.

Пример 5. Интенсивность действующе-
го УЗ 0.05 Вт/см2, частота модуляции 20 Гц, 
20 с: агрегация лейкоцитов, изменение фор-
мы и границ ядер (рис. 5). Лейкоциты распо-
ложены группами – по 8–10 клеток в конгло-
мерате. Эритроциты без особенностей.

При УЗ воздействии теми же параме-
трами на кровь нежерёбых кобыл агрегации 
не регистрировали. На последней фотогра-
фии (рис. 6) – показаны интактные клетки 
крови лошади, контрольные образцы.

Рис. 2. Фотография мазка 
крови жерёбой кобылы. 12 Гц, 

15 с: у лимфоцитов деформация 
ядер, лейкоциты в группах. 

Лейкопения. Кариолизис, цитолиз 
(Фото А.А. Олешкевич)

Рис. 3. Фотография мазка крови 
жерёбой кобылы после обработки 
частотой 14 Гц, в течение 15–20 с 

(Фото А.А. Олешкевич)

Рис. 4. Фотография мазка крови 
жерёбой кобылы после действия УЗ 16 Гц, 17 с: 

Лейкоциты в группах, видны деформация 
и лизис ядра и цитоплазмы, изменение формы 

и границ ядер. (Фото А.А. Олешкевич)

Рис. 5. Фотография мазка крови 
жерёбой кобылы после действия УЗ 20 Гц, 20 с. 

Агрегация и деструкция ядросодержащих 
клеток крови (Фото А.А. Олешкевич)

Рис. 6. Фотография мазка крови 
жерёбой кобылы, контрольные образцы 

(Фото А.А. Олешкевич)
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Показано, что получаемые эффекты воспроизводимы на практически всех 
тестируемых объектах. Позже для подтверждения жерёбости использовали 
данные проведённого ректального обследования кобыл и данные журналов ис-
кусственного осеменения. Проведённый научный поиск и анализ доступной на-
учной литературы на протяжении последних 40 лет показал полное отсутствие 
работ в выбранном авторами направлении. Абсолютная научная новизна иссле-
дований и достоверность выявленных изменений физиологического состояния 
клеток крови жерёбых кобыл в акустических полях разных физических харак-
теристик (частота модуляции, интенсивность, время экспозиции) подтвержде-
на получением авторами двух Патентов РФ [14, 15]. Результаты демонстрируют 
возможности и направления использования подобных методик в ветеринарной 
медицине.

Таким образом, достоверно выявлено наличие закономерных изменений 
в физиологическом состоянии ядросодержащих клеток крови жерёбых кобыл в ам-
плитудно-модулированном УЗ-поле. Наиболее ценными в диагностическом отно-
шении признаками является агрегация лейкоцитов, появление признаков дефор-
мации и лизиса ядра и цитоплазмы при одновременном полном отсутствии изме-
нений в морфологии эритроцитов (отсутствии признаков клеточной деструкции), 
что может быть использовано для ранней диагностики беременности животных. 
Вероятно, выявленные особенности связаны с изменением вязкости крови жерё-
бых животных на ранних сроках и, безусловно, общим изменением биохимическо-
го состава крови [16].

Техническим результатом проведённых исследований является:
1) повышение надёжности диагностики наличия беременности на начальной 

стадии, когда клиническая картина ещё не выражена;
2) универсальность – возможность определения любой стадии беременности 

для всех видов животных;
3) быстрое получение результатов лабораторной диагностики на отечествен-

ном оборудовании, без больших затрат на биологический материал (достаточно 3 мл 
крови) и затрат на стоимость обработки;

4) быстрая и дифференцированная диагностика по мазку крови после УЗ воз-
действия на пробу крови in vitro;

5) возможность использования только простого и доступного в любой ветери-
нарной клинике метода световой микроскопии;

6) для регистрации наблюдаемых при микроскопии изменений не требуется 
специфических знаний цитологии и клеточной морфологии, настолько очевидна кар-
тина в поле зрения микроскопа.

Использование предлагаемой методики позволит сократить сроки диагно-
стики беременности на 30–90 дней, снизить затраты на диагностику, увеличить 
количество обследуемых животных и значительно снизить трудоёмкость определе-
ния жерёбости.

Заключение

Найдены оптимальные условия модулированного ультразвукового воздействия 
с частотой генерации 0,88 МГц, направленно приводящего к изменению состояния 
лейкоцитов только жерёбых кобыл – избирательной микро-, макро- и гиперагрега-
ции лейкоцитов – в то время как у нежерёбых кобыл морфология и распределение 
лейкоцитов в поле зрения микроскопа остаются без особенностей, в пределах норма-
тивных показателей. При обработке проб крови малого объёма in vitro ультразвуком 
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низкой терапевтической интенсивности 0,05 Вт/см2, частотой модуляции из диапазо-
на 10–20 Гц, в течение 15–20 с по морфологическим особенностям лейкоцитов опре-
деляется ранняя стадия (до месяца) жерёбости. Таким образом, предлагаемая нами 
методика позволяет получить объективную, многокомпонентную, важную и досто-
верную информацию для диагностики.
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INDIVIDUAL SENSITIVITY OF BROOD MARES’ BLOOD CELLS 
TO MODULATED ULTRASOUND

A.A. OLESHKEVICH, T.V. IPPOLITOVA, V.N. SHEVKOPLYAS

(Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology – MVA named after K.I. Skryabin)

The authors prove a possibility of laboratory diagnostics of early stages of pregnan-
cy in female horses. Exposure of a temperature-controlled mare blood samples to standing 
amplitude-modulated ultrasonic wave with a generation frequency of 0.88 MHz, an intensity 
of 0.05 W/cm2 and a modulation frequency from 10 to 20 Hz for 15–20 sec leads to a significant 
change in the morphological state of blood cells. The use of simple and accessible methods of light 
microscopy has revealed the aggregation of leukocytes with the simultaneous absence of any signs 
of lysis and cellular destruction of erythrocytes in the blood of pregnant mares. The developed 
technique can be used for non-invasive ultrasonic examination of the blood of female farm ani-
mals in the early stages of pregnancy. Due to its simplicity and low cost, the technique can be 
implemented both as an independent diagnostic method, and as a supplement to the conventional 
veterinary clinical methods.

Key words: pregnancy diagnostics of mares, ultrasound, blood morphology.
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