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Рассмотрены результаты эксперимента по  тестированию возможности применения растворов 
6-оксо-2-фенилимидазо[1,2-b]пиридо[4,3-е][1,2,4]триазин-7(6Н)-ил)уксусной кислоты на план-
шетах и целлюлозных носителях для регистрации избыточного, относительно биологически нор-
мального, содержания летучих органических соединений, которые сопровождают воспаления 
эндометрия. Флуоресцентные свойства красителя изучены с использованием гинекологической 
слизи коров, отобранной в разные периоды (до, после родов) и носовой слизи новорожденных 
телят. Отклик тест-систем сопоставлен с клинически установленными диагнозами коров, резуль-
татами микробиологических исследований. Проведена оценка ложноположительных (не более 
11%) и  ложноотрицательных (2%) срабатываний, других характеристик (специфичность, пра-
вильность, прецизионность) тест-систем на основе 6-оксо-2-фенилимидазо[1,2-b]пиридо[4,3-е]
[1,2,4]триазин-7(6Н)-ил)уксусной кислоты. Рассмотрена возможность применения данного флу-
орофора для экспрессной диагностики воспаления эндометрита у коров в режиме “на месте”.
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Производственная реализация генетическо-
го потенциала высокопродуктивных коров сдер-
живается рядом факторов. Среди них наиболее 
актуальной общемировой проблемой является 
снижение плодовитости и  долголетия живот-
ных по  причине воспалительных заболеваний 
матки (метритов), развивающихся в  послеро-
довый период. В  высокопродуктивных стадах 
они регистрируются у  30–70% и  более живот-
ных, приводят к большим экономическим поте-
рям, связанным с  расстройством репродуктив-
ной функции, лактации и большими затратами 
на лечение [1–5].

В настоящее время послеродовый метрит 
рассматривается как типичная факторная ин-
фекционная патология [6–8]. Развитие воспали-
тельного процесса в матке животных после ро-
дов связанно с инфицированием родовых путей 
ассоциациями различных патогенных и  потен-
циально патогенных микроорганизмов, кото-
рые нередко (в 75% случаев) сочетаются с  гри-
бами рода Candida, Mucor, Aspergillus [6, 7, 9, 
10]. При этом тяжесть протекания заболевания 
связана не только с патогенной и условно пато-
генной микрофлорой, но и с токсичными про-
дуктами ее жизнедеятельности, вызывающими 
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расстройство иммунных и  обменных процес-
сов в  тканях матки. Инфекционная патология 
не  ограничивается только коровами. При ми-
кробиологическом исследовании из  верхних 
отделов респираторного тракта новорожденных 
телят выделена идентичная микрофлора, изоли-
рованная от  заболевших послеродовым метри-
том коров, что способствует развитию респира-
торных заболеваний молодняка [11]. Это, в свою 
очередь, приводит к  снижению выживаемости 
телят и  также требует затрат на  лечение и  кон-
троль над их состоянием.

В результате многочисленных исследований 
удалось создать теоретическую основу, разра-
ботать меры профилактики и борьбы с данным 
заболеванием. Для предотвращения потерь по-
головья животных важное место отводят ди-
агностическим методам и  их возможностям. 
Основными методами диагностики острых по-
слеродовых метритов считаются клинико-аку-
шерский [12, 13], ультразвуковой [1, 12, 13], ги-
стологический и  цитологический [13]. Данные 
методы являются точными, однако они приме-
няются на  поздних послеродовых сроках. Кро-
ме того, они дорогостоящие, требуют высокой 
квалификации специалистов и  больших затрат 
времени, недостаточно технологичны в  усло-
виях хозяйств. Отбор образцов для проведения 
биопсии отрицательно влияет на  фертильность 
коров [13], поэтому в  настоящее время гисто-
логический и  цитологический методы не  на-
ходят широкого применения на  практике для 
диагностики воспалительных заболеваний мат-
ки у  коров в  режимах “на месте” и  “реального 
времени”. В  большинстве случаев применяется 
клиническое обследование, которое не  всегда 
информативно в первые дни после родов, весь-
ма трудоемкое и продолжительное по времени.

Совершенствование существующих алгорит-
мов, разработка новых методов прогнозирова-
ния и ранней диагностики острых послеродовых 
метритов у коров – важное направление исследо-
ваний, которые будут способствовать решению 
данной проблемы. Необходима разработка ди-
агностического оборудования и  других средств, 
с помощью которых можно неинвазивно, быстро 
и с высокой точностью поставить диагноз, оце-
нить терапевтическую эффективность и  риски 
возникновения инфекционной патологии.

Наиболее перспективным и малоизученным 
подходом к решению такого рода задач является 
применение простых и чувствительных тест-си-
стем для полевого анализа на  основе флуорес-
центных зондов. Способ основан на измерении 
интенсивности флуоресценции молекул-зондов 
в  малом объеме биологических сред. Тщатель-
ный анализ литературы и патентный поиск ин-
формации по  ранней диагностике послеродо-
вых эндометритов с применением таких систем 

не дал результатов, систематические исследова-
ния отсутствуют.

В качестве флуорофоров при разработке по-
левых тест-систем актуально применение орга-
нических агентов, в  частности азолотриазинов, 
которые имеют ярко выраженную и стабильную 
люминесценцию [14–16]. Что касается люми-
несцентных свойств, среди возможных комбина-
ций триазинового и азольных циклов в молекуле 
биофлуорофора представляют интерес имида-
зо[1,2-b][1,2,4]триазины. Люминесценция ими-
дазотриазинов в зависимости от природы среды 
и ее биоактивности хорошо изучена, поэтому их 
применяют в  качестве флуоресцентных зондов 
для различных биомедицинских приложений 
[17–20]. Недостатком имидазотриазиновых кра-
сителей, в  отличие от  линейно связанных ана-
логов [21, 22], является низкая интенсивность 
аналитического сигнала [23–25]. Для решения 
этой проблемы в  структуру таких флуорофо-
ров вводят различные электроноакцепторные 
функциональные группы и/или дополнитель-
ное пиридиновое кольцо [26, 27]. Предваритель-
ные испытания на  модельных биообъектах [28] 
показали, что такие красители демонстрируют 
максимальный аналитический отклик по  срав-
нению со своими предшественниками.

Цель настоящей работы – разработка спосо-
ба выявления воспалений эндометрия у  коров 
в режиме “на месте” по результатам тест-анали-
за слизи с визуальной детекцией флуоресценции 
органического флуорофора. 

Задачи пилотного эксперимента заключа-
лись в следующем: 

– �тестировании флуоресцентных красите-
лей, содержащих остов азолотриазинов, 
на  модельных растворах и  парах летучих 
органических соединений (ЛОС) – марке-
рах воспаления;

– �выборе оптимального флуорофора для по-
следующих испытаний на  цервикальной 
слизи коров и носовых выделений телят;

– �поиске оптимальных носителей реагента 
для применения в виде раствора (планшет) 
и  без растворителя (бумажные полоски, 
тупфер);

– �оценке селективности, чувствительности 
тест-систем на основе органического флу-
орофора к продуктам измененного метабо-
лизма в матке коров, связанного с развити-
ем заболевания, представленным летучими 
органическими соединениями (амины, 
кислоты, кетоны, спирты);

– �установлении корреляции между типом 
(тушение, усиление, изменение длины 
волны свечения) и  интенсивностью ана-
литического сигнала флуорофора в  цер-
викальной слизи коров и наличием, выра-
женностью воспаления у них эндометрия;
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– �оценке правильности предсказания состо-
яния эндометрия у  коров по  результатам 
применения тест-систем на  основе пред-
ложенного флуорофора в  полевых усло-
виях, в том числе в разные периоды после 
родов, на ограниченной группе животных;

– �оценке возможности применения тест-си-
стем для мониторинга биологической об-
семененности носоглотки новорожденных 
телят от изученной группы коров.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Флуорофоры. В  качестве потенциальных 
аналитических реагентов изучали содержащие 
фрагмент имидазо[1,2-b][1,2,4]триазина соеди-
нения Z1–Z4, ключевые характеристики кото-
рых представлены в  табл. 1. Синтез реагентов 
проводили по  ранее описанной методике [26]. 
Для последующих испытаний красителей гото-
вили их растворы в пропаноле-2 и хлороформе 
с концентрацией реагента 1 мг/см3.

В ходе предварительного эксперимента уста-
новили, что выбранные реагенты облдают раз-
личными люминесцентными и другими физиче-
скими свойствами, несмотря на их структурное 
подобие. Для аналитического применения 
необходимо было выбрать реагент с  улучшен-
ными свойствами, который сохраняет свои ха-
рактеристики в  различных средах и  в различ-
ных матрицах, а  также позволяет наблюдать их 
значительные изменения при взаимодействии 
с аналитами. Особенно важно, чтобы эти изме-
нения могли фиксироваться визуально.

Тест-вещества. Оценили возможность взаи-
модействия флуорофоров с  водными раствора-
ми ЛОС и изменения при этом их спектральных 
свойств. Для каждого ЛОС готовили растворы 
на двух уровнях концентраций: граница нормы 
(низкие концентрации Х) и заболевания (высо-
кие концентрации Х*), которые выбирали инди-
видуально [29–40]. В  качестве широко распро-
страненных биомаркеров воспаления выбрали 
тест-вещества из  рядов кетонов, карбоновых 

Таблица 1. Исследуемые органические флуорофоры на основе имидазотриазинов

Структура и название по правилам ИЮПАК Маркировка Молярная масса,
г/моль

Максимум 
поглощения, нм*

 
2-(6-Оксо-2-фенилимидазо[1,2-b]пиридо[4,3-e][1,2,4]

триазин-7(6H)-ил)уксусная кислота

Z1 321 372
496

 
2-(6-Оксо-2-фенилимидазо[1,2-b]пиридо[4,3-e][1,2,4]

триазин-7(6H)-ил)янтарная кислота

Z2 379 374
494

 
2-(6-Оксо-2-фенилимидазо[1,2-b]пиридо[4,3-e][1,2,4]

триазин-7(6H)-ил)этансульфоновая кислота

Z3 371 379
504

 
3-Метил-6-фенилимидазо[1,2-b][1,2,4]триазин-2-

карбоновая кислота

Z4 254 361
523

*Данные получены при анализе растворов красителей в диметилформамиде (с = 1 × 10–5 мг/см3).
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кислот и  аминов х. ч. (ООО “ХромЛаб”, ГК 
“ЭКРОС”, Россия; маркировка веществ в  ис-
следовании представлена в табл. 2).

Методы исследования. Растворы красителей 
исследовали в  ВГУ и  ГЕОХИ РАН с  использо-
ванием стандартных методик абсорбционной, 
ИК- и люминесцентной спектроскопии с помо-
щью спектрофотометра USB2000+ (OceanOptics, 
США). Спектры фотолюминесценции получа-
ли с  помощью автоматического спектрального 
комплекса с  монохроматором МДР-4 (ЛОМО, 
Россия), оснащенного приемником ФЭУ R928P 
(Hamamatsu, Япония) и фотодиодом PDF10C/M 
(Thorlabs Inc., США). 

Визуальную флуориметрию на  планше-
тах с  оцифровкой результатов взаимодействия 
флуоресцентных зондов Z1–Z4 и  тест-веществ 
проводили при естественном освещении и  на 
денситометре ДенСкан (ООО “НЦ “Ленхром”, 
Россия) при двух длинах волн возбуждения (365, 
254 нм). Планшеты формировали по  единой 
схеме добавления веществ с двукратным повто-
рением (рис. 1). Для веществ с явным или сом-
нительным аналитическим откликом лунки до-
полнительно повторяли. 

Флуоресценцию на  целлюлозных носителях 
изучали визуально и с помощью лазера, спектры 
регистрировали на спектрометре Maya 2000 Pro 
(OceanOptics, США). Такой вариант оценки эф-
фекта взаимодействия флуоресцентных зондов 

и тест-веществ наиболее информативен, так как 
позволяет изучить реакцию реагента на носите-
ле любой природы и  паров тест-веществ с  ис-
ключением влияния растворителей.

Характеристика биопроб. Отбор проб цер-
викально-вагинальных выделений и  маточно-
го экссудата проводили по  методу, описанному 
в  работе [41], с  применением стерильных зон-
дов-тампонов и  акушерской ложки Панкова. 
Биопробы после отбора помещали в стерильные 
пробирки. В обучающей и проверочной выборке 
участвовало 27 новотельных животных. Каждое 
животное исследовали не менее трех раз в пери-
оды до, 3, 6, 18 дней после отела. 

Биопробы животных параллельно анализи-
ровали на содержание микроорганизмов (E. coli, 
Actinomycespyogenes, Staph. aureus, Staph. epider-
midis, Pr. Vulgaris, Fusobacteriumnecroforum, Actino-
mycespyogenes, Staph. epidermidis, Bacillussubtilis, 
Staph. saprophyticus, Bacilluslicheniformis, а  также 
микроскопические грибы). 

Отобранные животные имели разный ми-
кробиоценоз. Эти признаки, наряду с клиниче-
скими признаками состояния животных в  вы-
борке, положены в основу деления их на группы 
“норма”/“эндометрит”. В группу “эндометрит” 
входили животные и биопробы от них с явными, 
сомнительными признаками заболевания, а так-
же биопробы коров после пролечивания (хрони-
ческая форма).

Пробы носовой слизи телят (n = 4) отбира-
ли стерильными ватными тампонами, которые 
помещали в носовые ходы телят, 5-тикратными 
круговыми движениями аккуратно проворачи-
вали и помещали в стерильные пробирки. Про-
бы у телят отбирали однократно, через 1–3 дня 
после рождения.

Таблица 2. Летучие органические тест-вещества 
(биомаркеры патологии)

Тест-вещество Маркировка

Кетоны

Ацетон J

Бутан-2,3-дион E

Циклогексанон K

Карбоновые 
кислоты

Пропионовая C

Масляная F

Молочная G

Уксусная N

3-Фенилмолочная M

Амины

Этаноламин H

Дипропиламин P

Бутиламин A

Изобутиламин L

Циклопентиламин O

Триэтиламин D

Морфолин B

Аммиак Q

Рис. 1. Схема добавления растворов тест-веществ 
разной концентрации к раствору исследуемого флу-
орофора. Звездочкой отмечены системы, в которых 
применяли растворы с  высокими концентрациями 
веществ (Х*). 
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Методика применения тест-систем для ана-
лиза биопроб. Диагностика воспаления у коров 
и  оценка состояния микрофлоры в  носовой 
слизи телят в режиме “на месте” с применени-
ем оптимального флуорофора включала отбор 
5–10 мл цервикальной слизи у коровы, помеще-
ние ее в стерильную пробирку, добавление 3–5 
мл воды, встряхивание и погружение в раствор 
тест-системы различной природы, пропитан-
ной хлороформным раствором реагента. Систе-
му выдерживали 2–5 с и визуально, в условиях 
естественного освещения и при использовании 
портативной УФ-лампы с  длиной волны 365 
нм (Раритет Интернешнл, Россия) регистри-
ровали изменения интенсивности и  окраски 
реагентной зоны по  сравнению с  исходным 
(нулевым) состояниям реагента. Если интен-
сивность окраски реагента уменьшается или 
исчезает при естественном освещении, а  при 
освещении тест-системы УФ-светом с  длиной 
волны 356 нм в  биопробе появляется зеленая 
флуоресценция, то отклик тест-системы счита-
ли положительным, фиксировали наличие или 
развитие воспаления в  матке и  эндометрита. 
Интенсивность изменения связывали с  выра-
женностью воспаления [42]. Пробы из обучаю-
щей и проверочной групп тестировали в лунках 
(после разбавления дистиллированной водой) 
и  с применением тупферов, а  также для про-
верки правильности принятия решения добав-
ляли раствор реагента в смыв этих же биопроб, 
предварительно отобранный после добавления 
воды. Для отдельной группы проб (отобраны 
в  один день) проверяли возможность оценки 
состояния не только добавлением раствора реа-
гента к смыву в лунках, но и параллельно с при-
менением тупферов (№№ проб 100, 4918, 4648, 
5068, 2238, 4768).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Последние достижения в  области аналити-
ческих технологий, направленных на  распоз-
навание и  определение ЛОС в  матрицах чело-
века и животных, включая выдыхаемый воздух, 
мочу, слюну, кровь, фекалии, пот, сперму, вы-
дох кожи [30–40, 43–45] вызывают растущий 
интерес в  связи с  информативностью ЛОС для 
ранней диагностики, скрининга и мониторинга 
многих заболеваний и состояний [45–47]. Явля-
ясь конечными продуктами клеточного метабо-
лизма, ЛОС могут предоставлять информацию 
о состоянии внутриклеточного обмена веществ. 
Помимо этого известно, что микроорганизмы, 
участвующие в  патогенезе большинства вос-
палительных заболеваний, способны синтези-
ровать большое количество летучих и  средне-
летучих соединений, относящихся в  основном 
к органическим соединениям. 

Для исследования профиля ЛОС применя-
ют хромато-масс-спектрометрию, обеспечива-
ющую эффективное разделение компонентов 
сложной смеси, их идентификацию и оценку от-
носительного содержания. Благодаря этому ме-
тоду сформированы базы данных идентифици-
рованных легколетучих (ЛОС) и  среднелетучих 
(СЛОС) органических соединений (например, 
база mVOC 3.0 database: https://bioinformatics.
charite.de/mvoc/). База включает свыше 2000 
соединений, выделяемых различными видами 
микроорганизмов (бактериями и  грибами) [48, 
49], а  также образующихся в  ходе различных 
заболеваний [47, 48, 50–57]. Так, среди маркер-
ных ЛОС/СЛОС преобладают алкены, спирты, 
кетоны, терпены, бензоиды, пиразины, кисло-
ты, сложные эфиры, амины и  серосодержащие 
производные [48, 49, 58–60]. При выборе це-
левых аналитов или их смесей при постановке 
эксперимента учитывали, что многие ЛОС яв-
ляются нативными и присутствуют в биопробах 
в  нормальном, здоровом состоянии животных 
и людей. Для таких веществ важным критерием 
оценки патогенности является их концентрация.

На первом этапе работы изучали микробио-
ту цервикально-вагинальной слизи и  экссудата 
животных, отобранных по  клиническим призна-
кам в  группы “норма (отсутствие эндометрита)” 
и “эндометрит” (табл. 3). Установили, что у коров 
с  физиологическим течением послеродового пе-
риода степень микробной контаминации досто-
верно ниже более чем в 3.3 раза (Р < 0.001) по срав-
нению с  заболевшими послеродовым метритом 
животными. У здоровых животных из цервикаль-
но-вагинального секрета изолированы лактобак-
терии в  100%, бифидобактерии в  80% случаев. 
Это в 4.0–5.0 раз (Р < 0.001) превышает аналогич-
ные показатели для биопроб от  заболевших ко-
ров и  указывает на  высокий уровень биологиче-
ской защиты репродуктивного тракта животных 
из  группы “норма”. Также у  здоровых животных 
изолировали Bacillussubtilis, Staph. Saprophyticus, 
Bacilluslicheniformis. У животных с акушерской па-
тологией из  маточного экссудата изолировали E. 
coli, Actinomycespyogenes, Staph. aureus, Staph. epider-
midis, Pr. Vulgaris, Fusobacterium necroforum, Actino-
myces pyogenes, Bacillus subtilis, Staph. saprophyticus, 
Bacillus licheniformis, а  также микроскопические 
грибы. На основании комбинаций микроорга-
низмов и биохимических процессов, участвующих 
в формировании воспаления эндометрия, а также 
данных [47–57] для дальнейших испытаний вы-
брали основные патогенные ЛОС. Среди них до-
минируют аммиак и низкомолекулярные амины.

Выбор оптимального флуорофора. Выбор груп-
пы потенциальных флуорофоров для решения 
поставленных задач основан на результатах пред-
шествующих исследований, в ходе которых были 
проанализированы различные производные 
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азолотриазинов [26, 28]. Ключевыми факторами 
отбора являлись простота и надежность визуаль-
ной детекции аналитического сигнала, зависящие 
от  люминесцентных свойств реагентов. Устано-
вили, что системы, содержащие остов пиразоло- 
и триазолотриазинов, характеризуются наличием 
максимумов поглощения в коротковолновой об-
ласти спектра (190–200 нм), поэтому их примене-
ние ограничено для создания визуальных тест-си-
стем доклинической диагностики в  полевых 
условиях. Помимо этого, независимо от  раство-
рителей растворы таких красителей подвергаются 
флуоресцентной деградации, зависящей от  спо-
соба и времени хранения. В то же время раство-
ры производных имидазолотриазинов характери-
зуются несколькими максимумами поглощения 
в  диапазоне длин волн 361–504 нм, отличаются 
высокими фотостабильностью при хранении, 
интенсивностью люминесценции и  выражен-
ностью аналитического отклика. Дальнейшее 

математическое моделирование их взаимодей-
ствия с биоматриксом и ЛОС позволило выделить 
четыре лидерные структуры для целей неинвазив-
ной доклинической диагностики Z1–Z4 [26, 28].

Для проверки возможности применения вы-
бранных реагентов для решения задачи неинва-
зивной доклинической диагностики эндометри-
та провели серию экспериментов по  изучению 
интенсивности их люминесценции на  различ-
ных носителях и в 96-канальных иммунохрома-
тографических планшетах.

Исследуемые реагенты (табл. 1) проявляют 
свойства флуоресцентных кислотно-основных 
индикаторов. Однако результаты промежуточ-
ных тестов показали, что их флуоресценция зна-
чительно подавляется 60 мМ HCl со смещением 
максимума поглощения с 568 до 562 нм (рис. 2). 
В  то же время растворы аммиака аналогичной 
концентрации незначительно повышают интен-
сивность флуоресценции реагентов, что говорит 

Таблица 3. Результаты микробиологических исследований коров с физиологическим и патологическим 
течением послеродового периода

Проба
Отбор 
пробы 

после отела
Микробиология

Степень 
микробной 

контаминации, 
КОЕ/мл секрета

Предварительный 
диагноз / группа

100
Через 2 
недели 

после отела

Лактобактерии и бифидобактерии 
не выделены.
Изолированы E. coli, Actinomyces 
pyogenes, Staph. aureus

2470.0
Эндометрит/

“эндометрит”

4918
Через 2 
недели 

после отела

Выделены лактобактерии 
и бифидобактерии. Изолированы 
Staph. epidermidis, Staph. Saprophyticus 
и Bacillus licheniformis

738.0
Здорова/

“норма”

4648
Через 1.5 

недели 
после отела

Выделены лактобактерии 
и бифидобактерии. Изолированы 
Staph. Epidermidis и Bacillussubtilis

625.0
Здорова/

“норма”

5068
Через 1.5 

недели 
после отела 

Лактобактерии и бифидобактерии 
выделены в незначительных 
количествах.
Изолированы E. coli, Proteusvulgaris, 
Staph.aureus, микроскопические 
и дрожжеподобные грибы

1470.0
Здорова/

“норма”

2238
Через 1.5 

недели 
после отела 

Лактобактерии и бифидобактерии 
не выделены.
Изолированы E. coli, 
Fusobacteriumnecroforum, Staph.aureus, 
Miсoplasmabovis, микроскопические 
грибы

2520.0
Эндометрит/

“эндометрит”

4768
Через 1.5 

недели 
после отела 

Лактобактерии и бифидобактерии 
выделены в незначительных 
количествах.
Изолированы E. Coli, 
Actinomycespyogenes, 
микроскопические грибы

2720.0
Эндометрит/

“эндометрит”
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об  антагонистическом характере откликов ре-
агента на  кислоты и  основания. Полученные 
результаты позволили оценить возможность 
раздельной классификации аналитического от-
клика выбранных флуоресцентных реагентов 
в  присутствии органических кислот или осно-
ваний в  биопробах. Выдвинута гипотеза о  том, 
что при воспалении (эндометрит) биопробы 
содержат большое количество аминов, что при-
водит в  соответствии с  предварительными ис-
следованиями к  увеличению интенсивности 
флуоресценции при применении этих реагентов 
в смывах биопроб. Другие процессы и микроор-
ганизмы могут повышать кислотность биопроб 
(грибы), что приведет к  тушению флуоресцен-
ции вплоть до полного обесцвечивания тест-си-
стемы в  водной вытяжке. Для подтверждения 
этой гипотезы далее проводили эксперимент 
со стандартными растворами тест-веществ. 

Так как биопробы представляют собой слож-
ную систему с большим содержанием воды, далее 
визуально оценивали аналитический отклик рас-
творов органических флуорофоров Z1–Z4 в при-
сутствии тест-веществ на планшете. К растворам 
реагентов добавляли водные растворы тест-ве-
ществ минимальной (физиологическая норма) 
и максимальной (не норма) концентраций. При-
меры планшетов представлены на рис. 3. За ана-
литический сигнал принимали любые видимые 
при естественном освещении, при 365 и 254 нм 
изменения в лунках: подавление, усиление флу-
оресценции или изменение окраски. 

Результаты планшетного тестирования вза-
имодействия флуорофоров с  тест-веществами 
представлены в  табл. 4. Для всех исследуемых 
красителей наблюдается частичное или полное 
тушение флуоресценции (эмиссии) красителей 
в чистой воде, что может быть объяснено колли-
зией молекул гидрофобных зондов.

На основании полученных результатов вы-
брали 6-оксо-2-фенилимидазо[1,2-b]пири-
до[4,3-е][1,2,4]триазин-7(6Н)-ил)уксусную 
кислоту (Z1) как наиболее эффективный флуо-
рофор для планшетных тест-систем. При этом 
карбоксильная группа в молекуле реагента обе-
спечивает селективное и обратимое связывание 
с  азотсодержащими аналитами. Это приводит 
к  изменению интенсивности окраски флуоро-
фора не  только в  УФ-области, но  и  при есте-
ственном освещении, что позволяет говорить 
об  универсальном способе оценки изменений 
в тест-системах на их основе: при естественном 
и  УФ-освещении. Эта особенность важна для 
обеспечения возможности экспрессного приме-
нения тест-систем в полевых условиях.

Увеличение интенсивности люминесцен-
ции соединения Z1 в  водных растворах анали-
тов, возможно, связано с  принадлежностью его 
к  группе молекулярных роторов (рис.  4). При 
этом повышение рН способствует образованию 
водородных связей между карбонильной группой 
и метиленовыми протонами, замедляя вращение 
фрагмента аминоуксусной кислоты. Кроме того, 
слабощелочная среда способствует ионизации 
молекул красителя и изменению межмолекуляр-
ных взаимодействий с молекулами воды и ЛОС. 
В то же время в кислой среде за счет уменьшения 
вероятности образования водородных связей 
происходит изменение конформации. 

Несмотря на простоту и наглядность, приме-
нение планшетов в полевых условиях не являет-
ся оптимальным, поэтому оценили возможность 
переноса флуорофора на  целлюлозные планар-
ные носители (бумажные тест-полоски) и  туп-
феры. Для этого равные объемы хлороформного 
раствора Z1 наносили на целлюлозную подлож-
ку, обмакивали тупферы в  раствор на  2 с  и вы-
сушивали при комнатной температуре. Измене-
ние интенсивности люминесценции оценивали 
визуально при активации системы УФ-лампой 
с длиной волны 365 нм и твердотельным лазером. 
Установили, что на целлюлозных носителях в па-
рах приоритетных для воспаления ЛОС наблю-
дается инверсия аналитического отклика (рис. 5) 
по сравнению с системами на основе растворов 

Рис. 2. Фотолюминесценция (на примере реагента 
Z1) в воде без добавок (1), с добавлением 14 мМ рас-
твора аммиака (2) и 60 мМ HCl (3).

Рис. 3. Примеры фото планшетов при нагрузке рас-
творов органических реагентов тест-веществами 
при УФ-освещении с длиной волны 365 нм.



	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 9	 2024

978	 КУЧМЕНКО и др.

Таблица 4. Результаты планшетного тестирования органических реагентов

Тест-вещество

Аналитический отклик

Z1 Z2 Z3 Z4

VL 365 нм VL 365 нм VL 365 нм VL 365 нм

H2O 0 ↓ 0 ↓ 0 ↓ ● ↓

Ацетон 0 0 0 ↓ 0 ↓ ● ↑

Бутан-2,3-дион 0 ↓ 0 ↓ 0 ↓ ● ↓

Циклогексанон 0 0 0 ↓ 0 ↑ ● ↑

Пропионовая кислота 0 0 0 ↓ 0 ↓ ● ↓

Масляная кислота 0 0 0 ↓ 0 ↓ ● 0

Молочная кислота 0 0 0 ↓ 0 ↑ ● ↑

Уксусная кислота 0 ↑ 0 ↓ 0 ↑ ● ↑

3-Фенилмолочная кислота 0 ↓ 0 ↓ 0 ↓ ● 0

Этаноламин ● ↑ 0 ↓ 0 ↓ ● 0

Дипропиламин ● ↓ 0 ↓ 0 ↓ ● 0

Бутиламин ● ↑ ● ↓ 0 ↓ ● ↓

Изобутиламин ● ↑ 0 ↑ 0 ↓ ● 0

Циклопентиламин ● ↑ 0 ↓ 0 ↓ ● 0

Триэтиламин ● 0 0 ↓ 0 ↓ ● ↓

Морфолин ● ↑ 0 ↓ 0 ↑ ● ↓

Аммиак ● ↑ 0 ↓ 0 ↓ ● ↑

*VL – видимый свет, ↑ – усиление люминесценции, ↓ – тушение флуоресценции, 0 – нет изменений, ● – изменение ин-
тенсивности окраски.

 

Рис. 4. Конформационная динамика 6-оксо-2-фенилимидазо[1,2-b]пиридо[4,3-е][1,2,4]триазин-7(6Н)-ил)уксус-
ной кислоты.
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(планшетные тесты). Происходит постепен-
ное снижение интенсивности люминесценции 
вплоть до  полного тушения при взаимодей-
ствии аммиака, аминов с выбранным реагентом 
(рис.  5а). При естественном освещении фикси-
ровали аналогичную инверсию аналитического 
отклика (рис.  5б). Полученные результаты со-
гласуются с результатами фотолюминесцентного 
анализа бумажных тест-полосок (рис. 5в). Подоб-
ное поведение вызвано возможной абсорбцией 
части света целлюлозным носителем, снижением 
“подвижности” красителя вне растворителя и, 
как следствие, снижением эффективности пере-
хода электронов в возбужденное состояние.

Результаты модельных испытаний позволя-
ют предположить высокую селективность Z1 
к  аминам, аммиаку  – приоритетным биомарке-
рам воспаления, а  следовательно, положительно 
оценить возможность его применения в  докли-
нической неинвазивной диагностике воспалений 

и эндометрита по результатам тестирования сли-
зи.

Сравнение результатов ветеринарного осмотра 
и  применения тест-систем на  обучающей группе 
животных. На обучающей выборке животных 
установили взаимосвязь изменения люминес-
ценции и  определили эффективность флуоро-
фора как индикатора состояния здоровья жи-
вотных. За основу правильной оценки отклика 
красителя Z1 брали результаты ветеринарного 
осмотра, хотя доля ложных оценок специали-
стом допускается. В экспериментах опробовали 
разные способы применении раствора реагента. 

К пробам цервикальной слизи, отобранным 
от  пяти животных через различные промежут-
ки времени после отела, разбавленным водой 
и  помещенным в  лунки планшета, добавля-
ли раствор Z1. Установили, что в  зависимости 
от степени воспаления матки животного интен-
сивность флуоресценции лунок под воздействи-
ем УФ-лампы с длиной волны 365 нм различает-
ся. Это может служить визуальным индикатором 
состояния здоровья животного при наличии 
исходного стандарта. Также установили, что ре-
зультаты тестирования не  зависят от  времени 
отбора образцов слизи после отела, а определя-
ются только уровнем воспаления. Это указывает 
на возможность эффективного применения кра-
сителя Z1 для определения состояния здоровья 
животного независимо от  времени отбора про-
бы в пост- или дородовый период.

Из-за сложностей, возникающих при приме-
нении планшетов в полевых условиях, более удоб-
ными оказались полоски или тупферы. Во время 
профилактического осмотра новой группы коров 
ветеринаром были отобраны пробы цервикаль-
ной слизи объемом не  менее 5–10 мл (рис.  5а). 
Полученные образцы помещали в  стерильные 
пробирки и смешивали с небольшим количеством 
раствора испытуемого флуоресцентного реагента 
(рис.  6а). Результаты, полученные под действи-
ем УФ-света, фиксировали и заносили в табл. 5. 
Установили, что в пробах слизи от животных № 1 
(100) и № 4 (5068) (рис. 6б) под источником све-
та с длиной волны 356 нм визуально фиксирует-
ся флуоресценция зеленого цвета, что связано 

Рис. 5. Поведение Z1 на тупферах при УФ-освеще-
нии с длиной волны 365 нм (а), естественном осве-
щении (б) и его фотолюминесценция на бумажных 
тест-полосках под действием твердотельного лазера 
с длиной волны 405 нм (в) при взаимодействии с раз-
личными летучими органическими соединениями.

Рис. 6. Пробы цервикальной слизи с добавлением рас-
твора Z1 при естественном (а) и УФ-освещении (б).

(а) (б)
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Таблица 5. Результаты анализа гинекологической слизи коров из обучающей выборки при взаимодействии 
проб с Z1

Марки-
ровка 
пробы

Номер 
лунки 

на рис. 6

Номер 
пробы 
на рис. 

6а, б

Диагноз ветеринара / 
группа

Наличие флуорес-
ценции реагента  

при 356 нм

Соответствие  
диагнозу

Правиль-
ность пред-
сказания,

%

Раствор реагента в лунках

10011 3 Здоровая / “норма” Тушение Соответствует

91

10012 5 Здоровая / “норма” Тушение Соответствует

10013 4

Начало гнойно-
катарального 
эндометрита / 
“эндометрит”

Флуоресценция Соответствует

10014 6

Начало гнойно-
катарального 
эндометрита / 
“эндометрит”

Флуоресценция Соответствует

10015 7

Начало гнойно-
катарального 
эндометрита / 
“эндометрит”

Флуоресценция Соответствует

100 1 Эндометрит / 
“эндометрит”

Сильная 
флуоресценция Соответствует

4918 2 Здоровая / “норма” Отсутствует Соответствует

4648 3 Здоровая / “норма” Отсутствует Соответствует

5068 4 Здоровая / “норма” Слабая 
флуоресценция

Зафиксировано 
начало развития 

воспаления

2238 Эндометрит / 
“эндометрит” Флуоресценция Соответствует

4768
Ярко выраженное 

восполнение / 
“эндометрит”

Сильная 
флуоресценция Соответствует

Раствор реагента на тупфере

100 Здоровая / “норма” Без изменений Соответствует

67

4918 Здоровая / “норма” Обесцвечивание Не соответствует

4648 Здоровая / “норма” Обесцвечивание
Зафиксировано 
начало развития 

воспаления

5068 Эндометрит / 
“эндометрит”

Частичное 
обесцвечивание Соответствует

2238
Ярко выраженное 

воспаление / 
“эндометрит”

Обесцвечивание Соответствует

4768 Эндометрит / 
“эндометрит” Обесцвечивание Соответствует
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с развитием воспаления и эндометрита. В пробах 
№ 2 (4918) и 3 (4648) флуоресценция отсутствует. 
Аналогично фиксировали изменения в  пробир-
ках с  пробами от  животных под инвентарными 
номерами 2238 (№ 5), 4768 (№ 6) (табл. 5), для 
которых в  этих условиях зафиксирована флуо-
ресценция разной интенсивности. Как и в случае 
предварительных экспериментов, при использо-
вании тупферов происходит инверсия аналитиче-
ского отклика, отмеченная как при естественном 
освещении, так и при 365 нм. Результаты тестиро-
вания проб разными способами – в лунках и на 
тупферах – показали правильность предсказания 
диагноза, совпадающего с  диагнозом специали-
ста, соответственно 91 и  67% (табл. 5). Ложные 
предсказания в этих пробах, не соответствующие 
клиническому диагнозу, следует воспринимать 
скорее верными, так как чувствительность к мар-
керам воспаления у реагента очень высокая, в то 
время как клинические исследования и тщатель-
ный осмотр специалистом проводятся редко. За 
время от  момента осмотра до  отбора пробы си-
туация у животного могла измениться в худшую 
сторону. Ложноположительный ответ тест-си-
стемы в этом случае также благоприятен, так как 
повышает вероятность повторного исследования 
и  предотвращения развития заболевания в  бо-
лее тяжелой форме или купирования его на ран-
них стадиях. Ложноотрицательных результатов 
ни в лунках, ни с тупферами не наблюдали. Не-
обходимо подчеркнуть, что при прямом введении 
красителя в пробу не зафиксированы ложнополо-
жительные или ложноотрицательные результаты. 
Этот способ наиболее точен по прогнозу, но более 
затратен по расходу реагентов. 

Для проб, отобранных в разные дни от шести 
животных, с  выводом специалиста о  состоянии 
здоровья совпали результаты предсказания для 
пяти коров из  разных групп (“норма”, “эндоме-
трит”). Ложно отнесенные в группу “эндометрит” 
биопробы коровы № 5068 по результатам анализа 
тест-реагентом объясняются тем, что животное 
на  момент первичного исследования относилась 
к  группе “норма”, но  через две недели ветери-
наром были зафиксированы признаки развития 
эндометрита. Это значит, что на момент даже пер-
вичного осмотра и исследования биопроб (третьи 
сутки после отела) у  животного состояние было 
уже отличным от нормы и начиналось воспаление. 
Применение флуоресцентного реагента позволя-
ет на более ранней стадии, чем осмотр специали-
ста, установить начало развития воспаления. 

Для мониторинга развития воспалительных 
процессов провели дополнительные испытания 
на  пробах слизи, отобранных у  восьми живот-
ных в разные временные промежутки (табл. 6). 
Визуальную оценку аналитического отклика 
проводили при естественном освещении туп-
феров после выдерживания их в  пробах слизи. 

Установили, что тест-системы на  тупферах хо-
рошо определяют воспаление и усиление эндо-
метрита даже на фоне беременности (№ 14136). 
Ложноотрицательных и  ложноположительных 
оценок на день осмотра в этой группе получили 
по одной из восьми проб. 

При повторном тестировании этих живот-
ных через два месяца ситуация резко ухудши-
лась. Только у трех из восьми коров не развил-
ся эндометрит. У  всех отелившихся животных 
(№№ 13303, 14136, 14181) к моменту повторного 
контроля эндометрит развился существенно. 
Правильность диагностики по сигналам на туп-
фере при первом тестировании составила 75%, 
при повторном тесте этой группы – 100%.

Данные, полученные на обучающей выборке 
животных, позволяют сделать ряд предваритель-
ных выводов:

– �низкая способность к  цитоокрашиванию 
и высокая стабильность растворов Z1 [28] 
позволяют объяснить изменение интен-
сивности люминесценции за  счет связы-
вания с азотсодержащими ЛОС, что может 
быть использовано для выявления воспа-
лительных процессов;

– �ложноположительные результаты вызыва-
ются присутствием крови в пробе;

– �ложноотрицательные результаты при 
двойном способе оценки аналитиче-
ского эффекта (при естественном свете 
и  УФ-облучении) связаны только степе-
нью выраженности воспаления. 

Проверка правильности предсказания состоя-
ния на контрольной группе животных. В качестве 
проверочных выбраны пробы от восьми живот-
ных, не входящих в обучающие выборки. По ре-
зультатам клинических исследований состояние 
животных оценивалось как подозрение на вос-
паление (15119), ярко выраженное воспаление 
(1409 и  1417) и  условно здоровая с  патологией 
задержки последа (7012). 

Аналитический сигнал для пробы 1409 четко 
не определен (табл. 7), однако состояние пробы 
указывает на  явные сильные процессы разло-
жения биотканей, тест в  этом случае не  имеет 
диагностического смысла. Для пробы 7012 от-
сутствие изменения аналитического отклика 
связано с другими причинами нарушения после-
родового состояния (задержка последа), которое 
не  является воспалением. Оценка состояния 
проб с воспалением и эндометритом разной сте-
пени выраженности совпала с выводом специа-
листа (табл. 7).

Для ярко выраженных воспалений и  групп 
здоровых животных не установлено ложнополо-
жительных и  ложноотрицательных результатов 
теста, что позволяет высоко оценить его потен-
циал для полевых испытаний. Дальнейшие ис-
следования позволят ранжировать более точно 
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Таблица 6. Результаты испытаний образцов с использованием тупфера с реагентом Z1

Код пробы
Изменения на тупфере / группа

Ветеринарный диагноз Правильность 
предсказания, %06.02.22 04.04.22

11354 Без изменений / 
“норма”

Без изменений / 
“норма”

Здорова (06.02),
здорова (04.04)

75% на дату 
тестирования 
06.02.22;

100% на дату 
повторного теста 
04.04.22

183300 Обесцвечивание / 
“эндометрит”

Сильное 
обесцвечивание / 
“эндометрит”

Эндометрит (25.01),
ухудшение состояния (04.04)

3420 Без изменений / 
“норма”

Без изменений / 
“норма”

Эндометрит (25.01),
проходит лечение;
здорова (06.02 и 04.04)

2172 Без изменений / 
“норма”

Без изменений / 
“норма”

Здорова (06.02),
здорова (04.04)

13303 Без изменений / 
“норма”

Обесцвечивание / 
“эндометрит”

8.5–9 месяц беременности – 
здорова (06.02),
эндометрит (04.04)

18222 Без изменений / 
“норма”

Обесцвечивание / 
“эндометрит”

Здорова (06.02),
эндометрит (04.04)

14136 Легкое обесцвечивание 
/ группа не определена

Обесцвечивание / 
“эндометрит”

8.5–9 месяц беременности – 
здорова (06.02),
эндометрит (04.04)

14181 Без изменений / 
“норма”

Обесцвечивание / 
“эндометрит”

8.5–9 месяц беременности – 
здорова (06.02),
эндометрит (04.04)

Таблица 7. Результаты анализа гинекологической слизи коров из проверочной выборки при добавлении 
в пробы тупфера с раствором Z1

Код пробы Первоначальный 
диагноз

Изменение цвета тупфера 
при естественном 

освещении

Соответствие 
диагнозу

Правильность 
предсказания,

%

Тупфер с Z1 Без изменений

87

105 Начало воспаления Легкое обесцвечивание Соответствует

107 Здорова Без изменений Соответствует

108 Здорова Без изменений Соответствует

106 Эндометрит Сильное обесцвечивание Соответствует

15119 Подозрение 
на воспаление Обесцвечивание Соответствует

1409, проба 
с хлопьями Эндометрит Не определено

Явное 
воспаление 

по состоянию 
образца

1417, проба 
с кровью

Гнойное воспаление, 
лохии Полное обесцвечивание Соответствует

7012, проба 
с измененным 
цветом

Задержка 
послеродового 
последа

Не определено Соответствует
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и  переходные состояния (пролеченные, начало 
заболевания). Правильность диагностики соста-
вила – 87% (табл. 7).

Оценка чувствительности и  универсальности 
тест-систем. Для оценки уровня чувствительно-
сти и  универсальности анализа с  применени-
ем тест-средств на  основе Z1 выбрали биопро-
бы носовой слизи телят, рожденных коровами 
из  проверочной выборки. Известно, что одной 
из  основных причин перинатальной патологии 
у  новорожденных телят являются микроэко-
логические нарушения в  организме маточного 
поголовья до  осеменения и  в период беремен-
ности. В  ряде случаев дисбиозы различного 
характера, наличие потенциально патогенной 
и патогенной микрофлоры в родовых путях ко-
ров-матерей становятся первичными источни-
ками инфицирования новорожденного [61–62]. 
Содержание как ЛОС, так и  микроорганизмов 
значительно отличается для носовой и  церви-
кальной слизей соответственно у телят и их ма-
терей. При прочих равных условиях в  носовой 
слизи теленка и  в гинекологической слизи ма-
тери уровень микробиоты будет существенно 
различаться и будет меньше в носовых пазухах. 
Другими словами, если тест-средство позво-
лит распознать рожденных от  больных коров 
телят, то чувствительность его будет удовлетво-
рять потребностям многостороннего простого 
тест-анализа в условиях хозяйств.

Пробы у  телят отбирали однократно (через 
1–3 для после рождения) и помещали в стериль-
ную пробирку с добавлением 3–5 мл воды. После 
встряхивания в  полученный образец опускали 
тупфер с Z1. Результаты исследований приведе-
ны в табл. 8. Установили, что ложноотрицатель-
ные результаты наблюдаются при малом объеме 
пробы носовой слизи. Потенциально высокий 

риск развития осложнений после рождения те-
лят выявлен с  помощью анализа проб предла-
гаемым тест-средством за неделю до признаков 
заболевания. Доля ложноположительных ре-
зультатов для проб слизи аналогична таким же 
ошибкам для слизи коров. Данные результаты 
повышают информативность и  эффективность 
предлагаемых тест-средств для полевых наблю-
дений за животными в агрокомплексах.

* * *

По результатам пилотного исследования 
установлено, что 6-оксо-2-фенилимидазо[1,2-b]
пиридо[4,3-е][1,2,4]триазин-7(6Н)-ил)уксусную 
кислоту (Z1) можно применять в  качестве реа-
гента-флуорофора в  тест-системах различной 
природы (планшеты, бумажные тест-полоски, 
тупферы) для экспрессной диагностики воспа-
ления эндометрита у коров в режиме “на месте”. 

Флуоресцентный реагент обеспечивает вы-
сокую чувствительность, простоту применения 
и  надежность фиксирования аналитического 
отклика и  принятия решения, позволяет суще-
ственно упростить процедуру и  повысить про-
изводительность мониторинга, снизить эконо-
мические и временные затраты на клинические 
и лабораторные исследования, анализ их резуль-
татов, на более ранней стадии установить начало 
воспаления эндометрия у  коров. Уменьшение 
объема пробы слизи, наличие крови и мути при-
водят к появлению ложных или неявных резуль-
татов, повышению частоты ложноотрицатель-
ной оценки состояния животного. 

Совокупность полученных результатов по-
зволила оценить характеристики предложен-
ного тест-способа (табл. 9). Реагент Z1 повы-
шает надежность принятия решения благодаря 

Таблица 8. Результаты тестирования тупферов с Z1, помещенных в образцы носовой слизи телят
Номер 
коровы

Код пробы 
теленка

Клинический диагноз 
(1–3 дня после рождения)

Аналитический 
отклик тест-систем

Клинический диагноз  
через 3 недели

1409 1т Бронхопневмония Норма (мало пробы) Бронхопневмония
1417 2т Здоров Обесцвечивание Респираторный синдром
7012 3т Здоров Обесцвечивание Респираторный синдром

15119 4т Респираторный синдром, 
ларинготрахеит Обесцвечивание Респираторный синдром, 

ларинготрахеит

Таблица 9. Характеристики предложенного тест-способа

Способ  
применения Специфичность Правильность Прецизионность

Число  
ложноположительных 

результатов

Число 
ложноотрицательных 

результатов
В лунках 0.857 0.910 0.857 1 из 11 0
На тупфере 0.813 0.867 0.813 3 из 30 1 из 30
В растворе 0.667 0.833 0.750 1 из 6 0
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возможности регистрации аналитического сиг-
нала как при естественном, так и  при искус-
ственном (УФ) освещении тест-средств или 
проб после его введения. Реагент выбран в каче-
стве приоритетного для дальнейших исследова-
ний и применения в качестве дополнительного 
модификатора квантовых точек сульфида кад-
мия. Ранее установлено, что квантовые точки 
существенно стабилизируют органические ре-
агенты и способствуют увеличению времени их 
активной эксплуатации в аналитических систе-
мах. Эффективность применения реагента Z1 
в  качестве модификатора других сенсоров (не 
оптических) будет рассмотрена в  нашей даль-
нейшей работе.
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FLUORESCENT AZOLOTRIAZINES-BASED TEST SYSTEMS BASED FOR 
THE DIAGNOSIS OF ENDOMETRITIS IN COWS ON SITE CONDITIONS
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Abstract. The results of an experiment on testing the possibility of using solutions of 6-oxo-2-
phenylimidazo[1,2-b]pyrido[4,3-e][1,2,4]triazine-7(6H)-yl)acetic acid on tablets and cellulose carriers to 
register the excessive, relatively biologically normal, content of volatile organic compounds that accompany 
inflammation of the endometrium have been considered. The fluorescent properties of the dye were studied 
using gynecological mucus of cows taken at different periods (before and after parturition) and nasal mucus 
of newborn calves. The response of the test systems was compared with clinically established diagnoses 
of cows and the results of microbiological studies. False-positive (no more than 11%) and false-negative 
(2%) responses, other characteristics (specificity, correctness, precision) of test systems based on 6-oxo-
2-phenylimidazo[1,2-b]pyrido[4,3-e][1,2,4]triazin-7(6H)yl) acetic acid were evaluated. The possibility of 
using this fluorophore for the express diagnosis of endometritis inflammation in cows in the “on-site” 
mode is considered.

Keywords: “on site”, test systems, organic fluorophores, inflammation, mucus analysis, endometritis, cows
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