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Аннотация

Цель исследований – определить безопасные параметры использования некоторых амидов жирных кислот при 
протозойных болезнях рыб.

Материалы и методы. Исследования по синтезу и определению биологической активности новых соединений прово-
дили в лабораторных условиях ТК химического синтеза Северо-Кавказского зонального научно-исследовательского 
ветеринарного института. Протистоцидную активность новых веществ определяли в жидкой питательной среде ме-
тодом серийных разведений по нашей методике. В качестве тест-культуры использовали инфузорий Сolpoda steinii. 
Токсичность растворов определяли на аквариумных рыбах Гуппи (Poecilia reticulata). Учет эффективности проводили 
по альтернативной форме реакции: протистоцидной считали минимальную концентрацию, при которой погибали все 
особи простейших; за безопасную для рыб принимали максимальную концентрацию, при которой все рыбы остава-
лись живы, т. е. первую после абсолютно смертельных концентраций. Соблюдение этих условий потребовало приго-
товление растворов с минимальными интервалами концентрации от 1 до 0,1 мкг/мл, а также непрерывного наблюде-
ния с фиксацией результатов. Тестировали два соединения: амид миристиновой кислоты и амид олеиновой кислоты. 

Результаты и обсуждение. При концентрации водного раствора амида миристиновой кислоты 0,2 мкг/мл рыбы 
сохраняли жизнеспособность в течение 3 сут в растворе (срок наблюдения), а в растворе концентрацией 0,5 мкг/
мл рыбы оставались живыми 3,5 ч и более (до 20 ч). В тоже время, концентрация 0,14 мкг/мл оказывала протисто-
цидное  действие на простейших C. steinii при экспозиции 40 мин. Максимально переносимая для рыб концентрация 
амида олеиновой кислоты составила 1 мкг/мл при экспозиции 2 и более сут и 2 мкг/мл при экспозиции 4 ч. Мини-
мальный уровень протистоцидной активности амида олеиновой кислоты составил 0,58 мкг/мл при экспозиции 18 ч.

Ключевые слова: амид миристиновой кислоты, амид олеиновой кислоты, протистоцидная активность, токсичность, рыба
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Abstract

The purpose of the research is to determine safe parameters for the use of certain fatty acid amides against protozoal 
diseases of fish. 

Materials and methods. The synthesis and biological activity determination of new compounds were studied in laboratory 
conditions of the chemical synthesis creative team of the North Caucasus Zonal Research Veterinary Institute. The 
protistocidal activity of the new substances was determined in a liquid nutritional medium by serial dilution according 
to our technique. The ciliate Colpoda steinii was used as a test culture. The solution toxicity was determined on aquarium 
Guppy (Poecilia reticulata). The efficacy was assessed according to an alternative form of the response: the minimum 
concentration that all protozoan species died in was considered as protistocidal; the maximum concentration that all fish 
remained alive in was recognized as safe for the fish, i.e., the first concentration after the absolute lethal concentrations. 
Compliance with these conditions required the prepared solutions having minimal concentration ranges from 1 to 0.1 µg/
mL, as well as continuous monitoring with recording the results. Two compounds were tested, namely, myristic acid amide 
and oleic acid amide.

Results and discussion. The fish remained viable in the aqueous myristic acid amide solution concentration of 0.2 μg/
mL for 3 days (monitoring period), and the fish remained alive for 3.5 hours or more (up to 20 hours) in the solution 
concentration of 0.5 μg/mL. At the same time, a concentration of 0.14 μg/mL had a protistocidal effect on the protozoan 
C. steinii if exposed for 40 minutes. The maximum tolerated oleic acid amide concentration for fish was 1 µg/mL if exposed 
for 2 or more days and 2 µg/mL if exposed for 4 h. The minimum protistocidal activity level of oleic acid amide was 0.58 µg/
mL at an 18 h exposure.
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Введение
Продолжительное время в СКЗНИВИ ве-

дутся работы по синтезу и определению био-
логической активности новых соединений 

– до 150 ежегодно. При этом оценивается на-
личие и величина антибактериальной, фун-
гистатической и протистоцидной активности 
веществ. Среди исследованных веществ, при-
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надлежащих к различным классам и группам 
химических соединений, чаще всего устанав-
ливали высокую антипротозойную актив-
ность (от 15,6 до 0,24 мкг/мл в отношении 
инфузорий С. steinii). Были основания пред-
полагать, что среди изученных соединений 
удастся без труда обнаружить активно дей-
ствующие субстанции для разработки анти-
протозойных средств для лечения и профи-
лактики протозоозов у рыб. К сожалению, 
задача по разработке нового антипротозойно-
го средства оказалась сложнее и не ограничи-
валась обнаружением соединений с высокой 
протистоцидной активностью.

Существует ряд причин, затрудняющих 
разработку и эффективное использование но-
вых антипротозойных субстанций:

1. Простейшие, как и другие животные, в 
том числе и рыбы – это эукариоты. По класси-
фикации А. Л. Тахтаджяна [12], простейшие в 
макросистеме живых организмов в биосфере 
относятся к надцарству ядерных, царству жи-
вотных, подцарству простейших. В царство 
животных входят и многоклеточные [12]. Та-
ким образом, несмотря на то, что простейшие 
– это одноклеточные организмы, им присущи 
признаки и свойства сложных многоклеточ-
ных организмов: их клетки имеют оболочку, 
цитотоплазму, ядро и другие органеллы. Об-
менные процессы их схожи с таковыми у мно-
гоклеточных животных. Благодаря сходству 
со сложными эукариотическими организма-
ми, простейших часто используют при опре-
делении токсичности (опасности), например, 
кормов для животных. Комбикормовые заво-
ды, осуществляя входной контроль зернового 
сырья, проводят исследования всех партий 
на токсичность (обусловленную, к примеру, 
наличием в зерне микотоксинов). В качестве 
тест-организмов используются простейшие, 
чаще всего инфузории: тетрахимены, стило-
нихии, колподы и парамеции.  Авторы по-
добных методик полагают, что полученные на 
простейших данные по токсичности, объек-
тивно отражают уровень опасности того или 
иного корма для других животных эукарио-
тов, например, сельскохозяйственных живот-
ных, птиц и рыб [13].

2. Поскольку протисты и сельскохозяй-
ственные животные относятся к эукариотам 
и имеют много сходных моментов в обмене 
веществ, постольку существует объективная 

трудность в изыскании антипротозойных 
средств, эффективно убивающих простейших 
и безопасных для многоклеточных животных 
(сельскохозяйственных животных, птицы и 
рыбы) [9]. Большинство антибиотиков, пред-
назначенных для уничтожения бактерий, на 
простейших не действуют, как и на другие 
эукариотические организмы и это хорошо, 
так как, в противном случае, антибиотики 
убивали бы и животных, и людей. Напротив, 
эффективные протистоцидные средства, с 
большой вероятностью, будут опасными для 
других эукариотических организмов (живот-
ных, птиц и, в особенности, рыб) [2, 3, 11].

3. Тот факт, что и возбудители протозоозов 
– инфузории, как паразиты, и рыбы, как «хо-
зяева» относятся к ядерным организмам – эу-
кариотам, резко сужает возможности поиска 
новых антипротозойных средств ввиду потен-
циальной опасности оказаться токсичными 
для многоклеточных организмов. Исследова-
тели, занимающиеся таким поиском, вынуж-
дены постоянно решать одновременно две 
противоположные задачи: предлагать новые 
протистоцидные средства с высоким уровнем 
активности и, в то же время, безопасные для 
здоровья рыб. Зачастую, задача оказывается 
неразрешимой: снижая концентрацию соеди-
нения или сокращая время его воздействия 
на рыб, обеспечиваем безопасность для рыб, 
но при этом утрачиваем частично или полно-
стью его антипротозойную эффективность. 

4. Особенным моментом при решении этой 
задачи является также то, что паразиты (про-
стейшие) и хозяева (рыбы) обитают в одной 
среде – воде [4, 6, 7]. Затрудняющим лечение 
фактором является необходимость уничто-
жать паразитов, например, инфузорий и жгу-
тиконосцев, на коже, жабрах и внутренних 
органах рыб. Жабры, в любом случае, ока-
зываются под воздействием препарата, так 
как рыба может получать кислород только из 
воды, прокачивая её между жаберными ле-
пестками. Так как лечебные препараты рас-
творяют в воде, то орган дыхания рыб – жа-
бры оказываются под воздействием любого 
антипротозойного средства. Существует мно-
го препаратов, обладающих протистоцидной 
эффективностью в отношении как модельных 
простейших, так и патогенных инфузорий и 
жгутиконосцев [1, 10, 19–21]. Их активность 
проявляется, казалось бы, в низких концен-
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трациях – от 1 до 0,1 мкг/мл. Тем не менее, 
даже в таких низких концентрациях многие 
вещества остаются опасными для рыб, пора-
жая, в первую очередь, их жаберный аппарат.

В СКЗНИВИ проводятся исследования по 
синтезу и определению биологической актив-
ности новых соединений с целью отбора но-
вых субстанций для разработки антибактери-
альных и протистоцидных средств [8, 11, 17, 
18]. Одними из перспективных соединений 
оказались катионные поверхностно-активные 
вещества ряда амидов жирных кислот, об-
ладающие одновременно протистоцидной и 
антибактериальной активностью. 

Цель настоящей работы – определить без-
опасные параметры использования некото-
рых амидов жирных кислот при протозойных 
болезнях рыб. 

Исходя из вышесказанного, можно вести 
целенаправленный поиск новых соединений, 
подавляющих жизнедеятельность простейших 
в небольших концентрациях и при этом без-
опасных для рыб, либо использовать обнару-
женные протистоцидные вещества совсем уже 
в минимальных концентрациях (субпротисто-
цидные), но при длительных экспозициях.

Задача состояла в том, чтобы обосновано 
найти пределы концентраций соединений и 
режим обработки рыб (длительность воздей-
ствия), при которых ещё сохраняется анти-
протозойная активность растворов, а рыбы 
сохраняют жизнеспособность. В основу этих 
исследований были положены порядок и 
принципы определения химиотерапевтиче-
ского индекса новых соединений [5]. Извест-
но, что эффективность химиотерапевтиче-
ского воздействия зависит от дозы препарата. 
Высшая доза должна отличаться от предше-
ствующей низшей настолько, чтобы измене-
ние эффекта было достаточно ощутимым и 
лежало за пределами возможной ошибки. 
Весьма существенно определение дозы, даю-
щей максимально возможный эффект. Для 
характеристики препарата следует опреде-
лять отношение максимально переносимой 
дозы препарата для рыб (в нашем случае, 
концентрации водного раствора соединения) 
к минимальной дозе, дающей максимальный 
эффект (минимальная протистоцидная кон-
центрация). 

Материалы и методы
Протистоцидную активность новых веществ 

определяли в жидкой питательной среде мето-
дом серийных разведений по нашей методике 
[14, 17]. В качестве тест-культуры использова-
ли инфузорий С. steinii. Токсичность раство-
ров определяли на аквариумных рыбах Гуппи 
(Poecilia reticulata). Группы были сформированы 
слепым методом. В группах 1–6, 9, 11, 13, 14 на-
ходилось по 2 самки и 1 самцу, в 7 и 10-й группе 
– 3 самки, в 8-й – 2 самца и 1 самка, в 12-й – 3 
самца. Эффективность препарата учитывали по 
альтернативной форме реакции: протистоцид-
ной считали минимальную концентрацию, при 
которой погибали все особи простейших; за 
безопасную для рыб принимали максимальную 
концентрацию, при которой все рыбы остава-
лись живы, т. е. первую после абсолютно смер-
тельных концентраций. Готовили растворы с 
минимальными интервалами концентрации от 
1 до 0,1 мкг/мл. 

Тестировали два соединения: амид мири-
стиновой кислоты и амид олеиновой кислоты.

Соединение 1. Структурная формула амида  
миристиновой кислоты (n = 12) [15]

Compound 1. Structural formula of myristic acid amide 
(n = 12)

Соединение 2. Структурная формула амида  
олеиновой кислоты (n=14)

Compound 2. Structural formula of oleic acid amide  
(n = 14)
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Результаты и обсуждение
Результаты определения максимально пе-

реносимой для рыб концентрации амида ми-
ристиновой кислоты приведены в таблице 1.

При пребывании рыб в растворе с кон-
центрациями 0,05; 0,075; 0,1; 0,15 и 0,2 мкг/мл 
их состояние не изменилось, все рыбки были 
живы и активны. Время наблюдения за рыбка-
ми 1–5 опытных групп составило трое суток. 

При повышении концентрации до 0,5 мкг/
мл у рыб шестой опытной группы в течение 3,5 
ч с момента начала опыта изменений не наблю-
дали; все рыбки были живы и активны. Спустя 
20 ч с начала опыта самец потерял подвиж-
ность, наступила гибель. У самок отмечали за-
медленную активность, затруднённое дыхание, 
сопровождающееся нетипичным движением 
жабр. По истечении ещё одних суток и в после-
дующие дни самки остались живы. 

Таблица 1 [Table 1]

Результаты изучения токсического действия водных растворов амида миристиновой кислоты  
на рыб вида Гуппи 

[Results of the study of the toxic effects of aqueous solutions of myristic acid amide on fish of Guppy]

Группа 
[Group]

Концентрация растворов, мкг/мл
[Concentration of solutions, μg/ml]

Результаты испытания, п/ж* 
[Test results, d/a*]

1 0,05 0/3

2 0,075 0/3

3 0,1 0/3

4 0,15 0/3

5 0,2 0/3

6 0,5 1/3

7 1 3/0

8 2,5 3/0

9 5 3/0

10 10 3/0

11 20 3/0

12 25 3/0

13 50 3/0

14 100 3/0

Примечание. п/ж* – погибшие/живые 
[Note]. d/a* – dead/alive

При концентрации раствора амида мири-
стиновой кислоты 1 мкг/мл и выше гибель на-
ступала в более ранние сроки. Более подроб-
ная картина интоксикации описана в нашей 
статье [16].

Для изучения антипротозойной активно-
сти проводили оценку и сравнение протисто-
цидной активности водных растворов с раз-
личным содержанием амида миристиновой 
кислоты в отношении простейших C. steinii 
(ресничные). В таблице 2 приведены резуль-
таты определения минимальной концентра-
ции амида миристиновой кислоты, вызыва-
ющие максимальный эффект – гибель всех 
простейших.

Результаты, приведенные в таблице 2, сви-
детельствуют о том, что минимальный уровень 
протистоцидной активности амида миристи-
новой кислоты составляет 0,14 мкг/мл при экс-
позиции 40 мин., 0,58 мкг/мл – 10, 1,16 мкг/мл –  
5 мин.

Таким образом, при концентрации водно-
го раствора амида миристиновой кислоты 0,2 
мкг/мл рыбы сохраняют жизнеспособность в 
течение 3 сут в растворе (срок наблюдения), 
а в растворе концентрацией 0,5 мкг/мл рыбы 
остаются живыми 3,5 ч и более (до 20 ч). В 
тоже время, концентрация 0,14 мкг/мл оказы-
вает протистоцидное действие на простейших 
C. steinii при экспозиции 40 мин. Химиотера-
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Таблица 2 [Table 2]

Результаты изучения протистоцидной активности амида миристиновой кислоты  
в отношении простейших C. steinii

[Results of the study of the antistocidal activity of myristic acid amide against the protozoan species C. steinii]

Экспозиция, мин. 
[Exposure, min.]

Концентрация раствора амида миристиновой кислоты в лунке, мкг/мл 
[Concentration of myristic acid amide solution in the well, µg/ml]

9,25 4,63 2,31 1,16 0,58 0,29 0,14

5 + + + + - - -

10 + + + + + - -

20 + + + + + + +

30 + + + + + + -

40 + + + + + + +

Примечание. «+» - простейшие погибли; «-» - простейшие живы

[Note]. "+ " - the simplest ones died; "-" - the protozoa are alive

певтический индекс для амида миристиновой 
кислоты составил: 
0,2 (мкг/мл) / 0,14 (мкг/мл) = 1,43 
(при экспозиции 3 сут); 
0,5 (мкг/мл) / 0,14 (мкг/мл) = 3,57 
(при экспозиции 3,5 ч).

В таблицах 3 и 4 приведены результаты по 
определению безопасной концентрации во-
дных растворов амида олеиновой кислоты для 
рыб и минимального уровня протистоцидной 
активности в отношении колпод. 

Таким образом, максимально переносимая 
для рыб концентрация амида олеиновой кис-
лоты составляет 1 мкг/мл при экспозиции 2 и 
более суток и 2 мкг/мл при экспозиции 4 ч.

Следует отметить, что самцы оказались бо-
лее чувствительны к испытуемым соединени-
ям. В отличие от самок, они остро реагировали 
на присутствие соединений растворов амидов 
миристиновой и олеиновой кислот; наблюда-
ли их быстрое угнетение, и у них раньше на-
ступала смерть.

Таблица 3 [Table 3] 

Результаты изучения токсического действия водных растворов амида олеиновой кислоты на рыб вида Гуппи 
[Results of the study of the toxic effects of aqueous solutions of oleic acid amide on fish of Guppy]

Группа [Group] Концентрация растворов, мкг/мл 
[Concentration of solutions, μg/ml]

Результаты испытания, п/ж* 
[Test results, d/a]

1 0,5 0/3

2 0,25 0/3

3 0,125 0/3

4 1 0/3

5 2 1/3

6 3 3/0

Примечание. п/ж* - погибшие/живые 

[Note]. d/a* - dead/alive

Патологоанатомический анализ погибших 
особей проводили при наружном осмотре 
их кожного покрова и плавников, состояния 
чешуи, затем обнажали жабры удалением жа-
берных крышек ножницами и проводили ос-
мотр жабр.

У всех погибших опытных животных от-
мечали потемнение жаберных тычинок и 

жаберных лепестков – они приобрели тёмно-
красный цвет. На теле рыб наблюдали белый 
налёт. 

Таким образом, амид миристиновой кис-
лоты в концентрациях выше 0,5 мкг/мл и амид 
олеиновой кислоты в концентрациях выше 2 
мкг/мл провоцируют затруднение, затем оста-
новку дыхания и приводят к гибели рыб. Мак-
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Таблица 4 [Table 4]

Результаты изучения протистоцидной активности амида олеиновой кислоты  
в отношении простейших C. steinii

[Results of the study of the antistocidal activity of oleic acid amide against the protozoan species C. steinii]

Экспозиция 
[Exposure]

Концентрация раствора амида олеиновой кислоты в лунке, мкг/мл 
[Concentration of oleic acid amide solution in the well, µg/ml]

151,25 75,63 37,5 18,5 9,25 4,63 2,31 1,16 0,58 0,29 0,14 0,08 0,04

2 мин. + + + + + - - - - - - - -

3 мин. + + + + + + - - - - - - -

5 мин. + + + + + + - - - - - - -

10 мин. + + + + + + - - - - - - -

15 мин. + + + + + + - - - - - - -

20 мин. + + + + + + - - - - - - -

30 мин. + + + + + + - - - - - - -

1 ч + + + + + + - - - - - - -

2 ч + + + + + + - - - - - - -

3 ч + + + + + + + - - - - - -

4,5 ч + + + + + + + - - - - - -

6 ч + + + + + + + - - - - - -

18 ч + + + + + + + + + - - - -

Примечание. «+» - простейшие погибли; «-» - простейшие живы

[Note]. "+ " - the simplest ones died; "-" - the protozoa are alive

симально переносимая концентрация амида 
миристиновой килоты составила 0,2 мкг/мл, 
амида олеиновой кислоты – 1 мкг/мл, при 
которых все рыбы оставались живыми и ак-
тивными в течение 3 сут (срок наблюдения). В 
растворе амида миристиновой кислоты с кон-
центрацией 0,5 мкг/мл рыбы оставались жи-
выми и сохраняли активность в течение 3,5 ч, 
амида олеиновой кислоты концентрацией  
2 мкг/мл – в течение 2 ч 20 мин.

Результаты, приведенные в таблице 4, сви-
детельствуют о том, что минимальный уро-
вень протистоцидной активности амида оле-
иновой кислоты составляет 0,58 мкг/мл при 
экспозиции 18 ч. 

Химиотерапевтический индекс водного 
раствора амида олеиновой кислоты составил: 
1 (мкг/мл) / 0,58 (мкг/мл) = 1,72 
(при экспозиции 18 ч); 
2 (мкг/мл) / 0,58 (мкг/мл) = 3,45 
(при экспозиции 4 ч).

Заключение
Решена задача исследований по обоснова-

нию пределов концентраций амида миристи-
новой кислоты и амида олеиновой кислоты и 
режима обработки рыб, при которых ещё со-

храняется антипротозойная активность рас-
творов, а рыбы сохраняют жизнеспособность. 
Исследованиями установлено, что максималь-
но переносимая концентрация для рыб водно-
го раствора амида миристиновой кислоты со-
ставляет 0,2 мкг/мл, амида олеиновой кислоты 
– 1 мкг/мл. Также установлено, что химиоте-
рапевтический индекс предлагаемых соеди-
нений с увеличением экспозиции возрастает, 
то есть при увеличении срока воздействия на 
простейших протистоцидный эффект прояв-
ляется при меньших концентрациях.
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