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Аннотация

Цель исследований – изучить сроки выведения остаточных количеств ивермектина в результате трехкратного пе-
рорального введения препарата Ивербутан цыплятам-бройлерам.

Материалы и методы. Для эксперимента отобрано 18 голов цыплят-бройлеров в возрасте 28 сут. Птицу содержали 
в условиях Подольского опытно-производственного отдела ВНИИП – филиала ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН. Ивербутан в 
качестве действующих веществ содержит 0,4% ивермектина и 10,0% бутафосфана. Препарат задавали перорально 
групповым методом из расчета 1,0 мл Ивербутана на 1 л питьевой воды. Ивербутан выпаивали трехкратно: двукрат-
но с интервалом 24 ч и один раз через 14 сут. Убой птиц и отбор проб органов и тканей проводили через 9, 14 и 19 
сут после трехкратного применения препарата. Отбирали органы и ткани от 6 голов каждого вида: мышцы, печень, 
почки и кожу с подкожной жировой клетчаткой. Методика основана на определении ивермектина методом высо-
коэффективной жидкостной хроматографии с предколоночной модификацией N-метилимидазолом и ангидридом 
трифторуксусной кислоты с последующим детектированием по флуоресценции. Количественное определение про-
водили методом внутреннего стандарта. 

Результаты и обсуждение. Изучены сроки выведения остаточных количеств ивермектина из организма цыплят по-
сле трехкратного применения препарата. Остаточные количества, превышающие максимально допустимые уров-
ни, определены через 9 и 14 сут после окончания применения препарата. Установлено, что через 19 сут органы и 
ткани цыплят не содержат ивермектина. Таким образом, через 19 сут после трехкратного применения Ивербутана 
мясо сельскохозяйственных птиц может быть использовано в пищу.

Ключевые слова: ивермектин, Ивербутан, цыплята-бройлеры, высокоэффективная жидкостная хроматография, 
остаточные количества
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Abstract

The purpose of the research is to study the elimination period of Ivermectin residuals after three oral administrations of 
Iverbutan to broiler chickens. 

Materials and methods. For the experiment, 18 broiler chickens aged 28 days were selected. The birds were kept in 
the conditions of the Podolsk Experimental Production Department of the VNIIP – FSC VIEV. Iverbutan contains 0.4% of 
ivermectin and 10.0% of butaphosphan as active substances. The drug was administered orally by the group method at the 
rate of 1.0 mL of Iverbutan per 1 Liter of drinking water. Iverbutan was given three times: twice with a 24-hour interval and 
once after 14 days. The birds were killed and samples of their organs and tissues were taken at 9, 14, and 19 days after the 
drug was administered three times. Organs and tissues of each following type were collected from 6 birds: muscles, liver, 
kidneys, and skin with subcutaneous adipose tissue. The technique was based on the determination of Ivermectin by high 
performance liquid chromatography with modified pre-column accomplished with N-methylimidazole and trifluoroacetic 
anhydride, followed by fluorescence detection. The quantification was performed by the internal standardization.

Results and discussion. The period was studied for elimination of Ivermectin residuals from the chickens’ body after the 
drug was administered three times. The residuals that exceed the maximum allowable levels were determined at 9 and 14 
days after the drug was completed. It was found that the chickens’ organs and tissues did not contain Ivermectin at 19 days. 
Thus, poultry meat can be used for food at 19 days after Iverbutan is administered three times.
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Введение
В условиях промышленного птицеводства 

широко распространены аскариды, гетеракисы, 
капиллярии, гамазовые и аргасовые клещи, пу-
хоеды, пероеды, зоофильные мухи и др. [1, 2, 6]. 
Функционирование указанных паразитарных 
систем приводит к снижению у кур яйценоско-
сти, сохранности, потере массы тела, а также 
массовой гибели. Наряду с этим, в организме 
птиц наблюдают глубокие нарушения физиоло-
го-биохимических процессов, в частности, раз-
витие оксидативного стресса [16].

Поэтому, разработка, фармако-токсиколо-
гическая оценка новых противопаразитарных 

препаратов является актуальным направле-
нием для паразитологии, а также для птице-
водческой отрасли. Важная составляющая 
доклинических испытаний лекарственных 
препаратов для продуктивных животных – 
это изучение сроков выведения остаточных 
количеств действующих веществ или метабо-
литов из их организма.

Данная работа является продолжением 
серии исследований фармако-токсикологиче-
ских свойств нового комбинированного пре-
парата Ивербутан [4, 5, 17]. 

Ивербутан – лекарственный препарат, 
состоящий из двух действующих веществ – 
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ивермектина и бутафосфана, а также вспо-
могательных компонентов. По степени воз-
действия на организм препарат относится 
к веществам «умеренно опасным» – 3 класс 
опасности. 

Механизм действия ивермектина заклю-
чается в его влиянии на величину тока ионов 
хлора через мембраны нервных и мышечных 
клеток паразита. Ивермектин обладает высо-
кой липофильностью. Это приводит к его вы-
раженному депонированию в жировой ткани, 
что важно учитывать при проведении докли-
нических исследований [9]. 

Цель работы – изучить сроки выведения 
остаточных количеств ивермектина в резуль-
тате трехкратного перорального введения 
Ивербутана цыплятам-бройлерам. Для осу-
ществления заявленной цели определены сле-
дующие задачи: 1) разработать и валидиро-
вать метод определения остаточных количеств 
ивермектина в мышечной ткани, кожи с под-
кожной жировой клетчаткой, печени и почках 
цыплят; 2) определить содержание ивермекти-
на в тканях и органах птиц после трехкратного 
перорального введения Ивербутана.

Материалы и методы
Для эксперимента отобрано 18 цыплят-

бройлеров кросса Кобб 500 в возрасте 28 сут 
массой тела 1480–1500 г. Все исследуемое по-
головье до и во время опыта находилось под 
наблюдением, отклонений физиологического 
статуса не выявлено. Птицу содержали в ус-
ловиях Подольского опытно-производствен-
ного отдела ВНИИП – филиала ФГБНУ ФНЦ 
ВИЭВ РАН в соответствии с зоотехническими 
требованиями. 

Препарат задавали перорально групповым 
методом. Суточная доза – 400 мкг ивермекти-
на на 1 кг массы птицы из расчета 1,0 мл пре-
парата на 1 л питьевой воды. Ивербутан вы-
паивали трехкратно: двукратно с интервалом 
24 ч и один раз через 14 сут.

Убой птиц и отбор проб органов и тканей 
проводили через 9, 14 и 19 сут после трехкрат-
ного применения препарата. Отбирали орга-
ны и ткани от 6 голов каждого вида: мышцы, 
печень, почки и кожу с подкожной жировой 
клетчаткой. 

Все отобранные пробы органов и тканей 
маркировали, замораживали, помещали в 
термоконтейнер и доставляли в лабораторию 

ВНИИП, где пробы гомогенизировали и далее 
хранили в морозильной камере при темпера-
туре -25 оС до момента исследования.

Принцип метода определения ивермек-
тина в органах и тканях. Методика ос-
нована на определении ивермектина ме-
тодом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с предколоночной модифи-
кацией N-метилимидазолом и ангидридом 
трифторуксусной кислоты с последующим де-
тектированием по флуоресценции [7]. Коли-
чественное определение проводили методом 
внутреннего стандарта.

Осушающую смесь готовили путём смеши-
вания натрия уксуснокислого безводного и 
просушенного магния сернокислого в соотно-
шении 1 : 2. Для этого в фарфоровой выпари-
тельной чаше навеску 500 г магния сернокис-
лого 7-водного помещали в муфельную печь, 
нагретую до 550 оC на 2,5–3 ч (до полного вы-
сушивания), затем перемалывали в фарфоро-
вой ступке, помещали 250 г безводного суль-
фата магния в фарфоровый стакан, после чего 
присыпали навеску натрия уксуснокислого 
безводного массой 125 г и тщательно переме-
шивали. Смесь хранили в лабораторном экс-
икаторе, заполненном силикагелем.

Подвижную фазу готовили путем смешива-
ния ацетонитрила и воды в соотношении 99 : 1. 
Подвижную фазу фильтровали через мембран-
ный фильтр 0,45 мкм и дегазировали.

Работу с хроматографом осуществляли со-
гласно инструкциям. Хроматографическую ко-
лонку Kromasil 100-3.5-С18 3.0 × 150 мм пред-
варительно промывали элюентом в течение 40 
мин. подачей элюента со скоростью 0,9 мл/мин.

Смесь для дериватизации готовили путем 
смешивания одной части трифторуксусного 
ангидрида и двух частей ацетонитрила (об/об) 
и далее вортексировали в течение 30 с. Рас-
твор использовали свежеприготовленным.

Приготовление основного стандартного 
раствора ивермектина. На аналитических 
весах взвешивали с точностью до четвёртого 
десятичного знака 0,0100 г стандартного об-
разца ивермектина (с учётом чистоты стан-
дартного образца). Навеску растворяли в 10 
мл ацетонитрила, получая при этом основной 
раствор с концентрацией 1 мг/мл.

Промежуточные стандарты аналита гото-
вили из основного методом последовательных 
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разбавлений в ацетонитриле. Концентрации 
промежуточных стандартных образцов со-
ставляли 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 и 25,0 мкг/мл.

Приготовление основного стандартного 
раствора дорамектина (внутренний стан-
дарт). На аналитических весах взвешивали 
с точностью до четвёртого десятичного знака 
по 0,0100 г стандартного образца дорамектина 
(с учётом чистоты стандартного образца). На-
веску растворяли в 10 мл ацетонитрила, полу-
чая при этом основной раствор с концентра-
цией 1 мг/мл.

Рабочий раствор дорамектина готовили из 
основного методом разбавления в 200 раз в 
ацетонитриле. Для этого в мерную колбу объ-
емом 10,0 мл вносили 50 мкл основного стан-
дартного раствора, растворяли в небольшом 
количестве ацетонитрила и доводили ацето-
нитрилом до метки. Концентрация промежу-
точного раствора внутреннего стандарта со-
ставляла 5 мкг/мл.

Приготовление калибровочных проб орга-
нов и тканей. Стандартные пробы ивермекти-
на готовили путём добавления к 1,0 г чистых 
гомогенизированных органов и тканей 10 мкл 
соответствующего промежуточного раствора 
ивермектина (0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 и 25,0  мкг/
мл) до достижения концентраций аналита 1, 
5, 10, 50, 100 и 250 нг/г. После этого стандарт-
ные образцы вортексировали в течение 10 с 
и оставляли в покое в течение 30 мин. перед 
использованием при комнатной температуре. 
Стандартные пробы использовали свежепри-
готовленными.

Подготовка проб органов и тканей к ана-
лизу. Пробу органов и тканей массой 1,0 г по-
мещали в полипропиленовую пробирку объ-
емом 15 мл. Затем добавляли 5 мкл рабочего 
раствора внутреннего стандарта (дорамекти-
на) концентрацией 5 мкг/мл. Далее приливали 
5 мл ацетонитрила и насыпали 1,5 г осушаю-
щей смеси, вортексировали и перемешивали 
на орбитальном шейкере в течение 20 мин. 
при 600 об/мин. Затем центрифугировали 5 
мин. при скорости вращения 3900 об/мин. 
Ацетонитрильные экстракты (супернатант) 
отбирали в чистые полипропиленовые про-
бирки и упаривали при 50 оС в токе азота. Су-
хой остаток растворяли в 1 мл ацетонитрила, 
проводя обработку образцов в УЗ-ванне при 
комнатной температуре. К полученному рас-
твору добавляли 100 мкл N-метилимидазола, 

вортексировали в течение 10 с. Помещали в 
морозильную камеру на 5 мин. при темпера-
туре -26 оС. Затем добавляли 300 мкл смеси 
трифторуксусного ангидрида и ацетонитрила. 
Далее пробы вортексировали в течение 10 с и 
помещали в холодильник на 30 мин. при тем-
пературе 4 оС для протекания реакции дери-
ватизации. Пробы через 30 мин. переносили в 
виалы, пропуская через мембранный фильтр 
0,22 мкм и анализировали методом ВЭЖХ.

Валидация методики количественного 
определения ивермектина выполнена в соот-
ветствии с руководствами [8, 10–13, 15, 20] 
по показателям: линейность, степень извле-
чения, специфичность, прецизионность, пра-
вильность (точность), пределы количествен-
ного и качественного определения.

Для качественного и количественного ана-
лиза полученных экстрактов применяли про-
цедуру калибровки хроматографических дан-
ных. Процедура калибровки имеет две цели: 
определение времени удерживания анали-
зируемого компонента для его последующей 
идентификации (качественный анализ проб) 
и определение концентрации аналита при по-
мощи калибровочного графика (метод вну-
треннего стандарта).

При получении калибровочных графиков 
для ивермектина использовали линейную ин-
терполяцию со свободным коэффициентом, с 
весами 1/х2 (y = kx+b) [12] зависимости SIVE /

 SIS 
от CIVE (метод внутреннего стандарта).

Для построения калибровочных зависимо-
стей отношений величин площадей ивермек-
тина и дорамектина от концентраций аналита 
в органах и тканях выбран диапазон от 1 до 
250 нг/г.

Полученные результаты калибровки в био-
матрицах приведены на рисунках 1–4.

Полученные коэффициенты корреляции 
свидетельствуют о высокой степени линейно-
сти откликов хроматографической системы в 
данном диапазоне концентраций.

Расчет концентраций ивермектина в орга-
нах и тканях. Для вычисления концентраций 
ивермектина в исследуемых пробах органов 
и тканей применяли уравнения, полученные 
для линии тренда калибровочных графиков 
по экстрактам модельных проб биоматриц:

2022;16(3):309-318
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Рис. 1. Калибровка ивермектина в мышечной ткани

[Fig. 1. Ivermectin calibrated in muscle tissue]

Рис. 2. Калибровка ивермектина в печени

[Fig. 2. Ivermectin calibrated in liver]

где CIVE – искомая концентрация ивермекти-
на в биоматрицах, нг/г; SIS – площадь пика до-
рамектина (внутреннего стандарта), mV*sec;  
SIVE – площадь пика ивермектина в экстракте 
пробы, mV*sec; k и b – коэффициент калибро-
вочной зависимости.

Для оценки потерь аналита в процессе 
пробоподготовки и оценки влияния матри-
цы экстракта на отклики, изучены степени 
извлечения ивермектина на низком (5 нг/г), 
среднем (50 нг/г) и высоком (250 нг/г) уровнях 
концентраций. 

На основании стандартного отклонения 
свободного коэффициента b калибровочных 
графиков установлены пределы обнаружения 
(LOD) и пределы количественного определе-
ния (LOQ) ивермектина в органах и тканях. 
Определение LOD и LOQ осуществляли по 
формулам [21]:

LOD = 3·SDb·k
-1

LOQ = 10·SDb·k
-1,

где SDb – стандартное отклонение коэффи-
циента b калибровочных зависимостей; k – 

2022;16(3):309-318

ФАРМАКОЛОГИЯ, ТОКСИКОЛОГИЯ



314

Russian Journal of Parasitology / Российский паразитологический журнал

Рис. 3. Калибровка ивермектина в почках

[Fig. 3. Ivermectin calibrated in kidneys]

Рис. 4. Калибровка ивермектина в коже с подкожной жировой клетчаткой

[Fig. 4. Ivermectin calibrated in skin and subcutaneous adipose tissue]

коэффициент корреляции (угловой коэф-
фициент).

Вычисленные пределы детектирования и 
количественного определения ивермектина 
приведены в таблице 1.

Результаты и обсуждение
Предложенная методика определения ивер-

мектина в органах и тканях имела линейную 
зависимость (R > 0,99) в диапазоне 1–250 нг/г  

и показала хорошую воспроизводимость и пра-
вильность. Метод позволяет идентифицировать 
ивермектин в модельных пробах и образцах ор-
ганов и тканей от сельскохозяйственной птицы.

Результаты исследования остаточных ко-
личеств ивермектина в органах и тканях  
цыплят приведены в таблицах 2–4. 

Известно, что за счет своих липофильных 
свойств, ивермектин может накапливаться в 
органах и тканях, что и обусловливает про-
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Таблица 1 [Table 1]

Определение LOD и LOQ ивермектина в органах и тканях
[Determination of ivermectin LOD and LOQ in organs and tissues]

Биоматрица  
[Biomatrix]

LOD, нг/г  
[LOD, ng/g]

LOQ, нг/г  
[LOQ, ng/g]

Мышечная ткань [Muscle tissue] 0,3 1,0

Печень [Liver] 0,2 0,7

Почки [Kidneys] 0,3 1,0

Кожа с подкожной жировой клетчаткой 
[Skin with subcutaneous adipose tissue] 0,2 0,7

Таблица 2 [Table 2]

Содержание остаточных количеств ивермектина в организме цыплят 
на 9-е сутки после применения Ивербутана

[The content of residual amounts of ivermectin in the chicken’s body on the 9th day after giving iverbutan]

№ птицы 
[Bird no.]

Наименование биоматрицы [Biomatrix name]

Мышцы  
[Muscles]

Печень  
[Liver]

Почки  
[Kidneys]

Кожа с подкожной жиро-
вой клетчаткой [Skin with 

subcutaneous adipose tissue]

Концентрация ивермектина, нг/г [Ivermectin concentration, ng/g]

1 2,5 < LOD < LOD 19,6

2 6,9 < LOD < LOD 7,8

3 2,0 < LOD < LOD 6,6

4 1,8 < LOD < LOD 24,3

5 1,0 < LOD < LOD 7,2

6 1,3 < LOD 2,2 4,5

Таблица 3 [Table 3]

Содержание остаточных количеств ивермектина в организме цыплят  
на 14-е сутки после применения Ивербутана

[The content of residual amounts of ivermectin in the chicken’s body on the 14th day after giving iverbutan]

№ птицы 
[Bird no.]

Наименование биоматрицы [Biomatrix name]

Мышцы  
[Muscles]

Печень  
[Liver]

Почки  
[Kidneys]

Кожа с подкожной жиро-
вой клетчаткой [Skin with 

subcutaneous adipose tissue]

Концентрация ивермектина, нг/г [Ivermectin concentration, ng/g]

1 < LOD < LOD < LOD 4,1

2 < LOD < LOD < LOD 1,7

3 < LOD < LOD < LOD 3,7

4 < LOD < LOD < LOD 2,4

5 < LOD < LOD < LOD 3,0

6 < LOD < LOD < LOD 2,8

должительность его противопаразитарного 
эффекта [14, 18]. В работе L. Moreno (2017) от-
мечено выраженное распределение ивермек-
тина в жировой ткани [19].

Нами ивермектин обнаружен в органах и 
тканях птиц через 9 и 14 сут после окончания 
применения препарата. На 9-е сутки ивермек-
тин выявлен у всех цыплят в мышечной ткани 
на уровне 1,0–6,9 нг/г и в коже с подкожной 

жировой клетчаткой в диапазоне от 4,5 до 24,3 
нг/г. У одного цыпленка на 9-е сутки ивермек-
тин зафиксирован в почках (2,2 нг/г).

Через 14 сут с окончания применения пре-
парата ивермектин обнаружен только в коже 
с подкожной жировой клетчаткой у цыплят 
на уровне 1,7–4,1 нг/г. Через 19 сут после трех-
кратного перорального введения ивермектин 
в организме цыплят не обнаружен.
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Таблица 4 [Table 4]

Содержание остаточных количеств ивермектина в организме цыплят 
на 19-е сутки после применения Ивербутана

[The content of residual amounts of ivermectin in the chicken’s body on the 19th day after giving iverbutan]

№ птицы 
[Bird no.]

Наименование биоматрицы [Biomatrix name]

Мышцы  
[Muscles]

Печень  
[Liver]

Почки  
[Kidneys]

Кожа с подкожной жиро-
вой клетчаткой [Skin with 

subcutaneous adipose tissue]

Концентрация ивермектина, нг/г [Ivermectin concentration, ng/g]

1 < LOD < LOD < LOD < LOD

2 < LOD < LOD < LOD < LOD

3 < LOD < LOD < LOD < LOD

4 < LOD < LOD < LOD < LOD

5 < LOD < LOD < LOD < LOD

6 < LOD < LOD < LOD < LOD

В соответствии с требованиями нормати-
вов на мясную продукцию [3], максимально 
допустимый уровень содержания ивермекти-
на составляет 1 нг/г.

Заявленные концентрации ивермектина не 
превысили нормативные значения. Таким об-
разом, мясо птицы, убитой через 19 сут после 
трехкратного перорального введения Ивербу-
тана, можно использовать в пищу.

Заключение
Изучены сроки выведения остаточных ко-

личеств ивермектина из организма цыплят 
после трехкратного применения Ивербутана. 
Остаточные количества, превышающие мак-
симально допустимый уровень, определены 
через 9 и 14 сут после окончания применения 
препарата. Через 19 сут в органах и тканях 
птиц ивермектин не обнаружили, поэтому 
убой на мясо птиц можно проводить не ранее 
чем через 19 сут после трехкратного примене-
ния Ивербутана.
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