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Сообщение 1. Конструирование препарата и испытание его ингибирующих свойств 

против вируса инфекционного гепатита плотоядных на культуре клеток и морских 

свинках 

Резюме 
В работе приводятся данные литературы и собственные исследования авторов по проблеме инфек-

ционных вирусных заболеваний плотоядных животных, таких как бешенство, чума, парвовирусный энте-

рит и инфекционный гепатит в мире и Республике Беларусь. Для специфической профилактики этих забо-

леваний разработаны достаточно эффективные зарубежные и отечественные моно- и поливалентные 

вакцины. А вот средств и методов лечения указанных заболеваний плотоядных животных в настоящее 

время недостаточно. Для лечения вирусных заболеваний в медицинской практике применяют химиотера-

певтические антивирусные препараты и видовые рекомбинантные  интерфероны различных модификации. 

Особого внимания в этом ряду уделяется рибавирину. В статье показаны методические подходы при кон-

струировании  комплексного препарата и его эффективности при лабораторных испытаниях.  
 

Summary 
The paper presents data of literature and own researches of authors on infectious viral diseases of carnivo-

rous animals, such as rabies, plague, parvovirus enteritis, and infectious hepatitis in the world and the Republic of 

Belarus. For specific prophylaxis of these diseases developed sufficiently effective foreign and domestic mono - and 

polyvalent vaccines. But the means and methods of treatment of these diseases in carnivores is currently not enough. 

For the treatment of viral diseases in clinical practice using chemotherapeutic drugs and anti-virus species of re-

combinant interferons of various modifications. Special attention in this series is paid for the ribavirin. The article 

shows the methodological approaches in the design of the integrated product and its effectiveness in laboratory 

tests.  
 

Поступила в редакцию 28.05.2015 г. 

ВВЕДЕНИЕ 

Из инфекционных вирусных заболе-

ваний плотоядных животных в Беларуси 

основной удельный вес кроме бешенства 

занимают чума, парвовирусный энтерит и 

инфекционный гепатит. Из домашних жи-

вотных указанными заболеваниями боле-

ют собаки, а из пушных зверей – лисицы, 

песцы, енотовидные собаки, норки, хорь-

ки, соболи и др. Данные заболевания 

представляют большую угрозу и наносят 

большой экономический ущерб пушному 

звероводству и собаководству. 

Для специфической профилактики 

этих заболеваний разработаны достаточно  

эффективные зарубежные и отечественные 

моно- и поливалентные вакцины, которые 

широко применяются в республике для 

вакцинации пушных зверей и собак, еже-

годно охватывая до 2-х млн. животных. 

Что касается средств и методов лече-

ния указанных заболеваний, то разработка 

их находится в зачаточном состоянии. В 

настоящее время для лечения вирусных  

заболеваний в медицинской практике все 

чаще применяют химиотерапевтические 

антивирусные препараты и видовые ре-

комбинантные интерфероны различных  

модификаций [1–9]. 

Из антивирусных химиотерапевтиче-

ских препаратов особого внимания заслу-

живает рибавирин, который подавляет  ви- 
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русы ряда семейств как ДНК-, так и РНК-

содержащих (вирусы герпеса, гриппа, ге-

патита, ВИЧ инфекции и др.), а интерфе-

рон активизирует иммунную сиситему ор-

ганизма. Поэтому рибавирин и интерфе-

рон взяты нами для конструирования ком-

плексного противовирусного препарата 

для профилактики и лечения вирусных 

инфекций плотоядных животных. 

При выполнении данной работы ста-

вились следующие задачи: 

- подобрать оптимальные дозы и со-

отношения рекомбинантного интерферона 

и рибавирина в препарате и проверить его 

на безвредность на культурах клеток и ла-

бораторных животных. 

- приготовить лабораторный образец 

комплексного препарата и изучить эффек-

тивность его в опытах на культурах клеток 

и лабораторных животных, зараженных 

вирусом инфекционного гепатита. 

- разработать   лабораторный   регла-

мент на изготовление препарата. 
 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В работе использовали собачий ре-

комбинантный интерферон под названием 

«Фанниферон», представляющий собой 

смесь собачьего гамма- и альфа-интерфе-

рона и фармацевтический препарат «Ри- 

бавирин» в виде белого порошка, содер-

жащего 97% активной субстанции.  

Рекомбинантные интерфероны полу-

чены из сконструированных штаммов-

продуцентов E. coli, наследующих плазми-

ды с генами собачьего α- и γ-интерферо-

на. Бактерии культивируются в LB-буль- 

оне с 20 мкг/мл канамицина при темпера-

туре 37ºС до оптической плотности 

ОП600=0,6–0,8, после чего в среду добавля-

ется индуктор изопропил-β-D-тиогалакто- 

пиранозид (ИПТГ) до конечной концен-

трации 0,5 ммоль/л, культивируются еще 

4 ч; клетки осаждают центрифугировани-

ем в течение 5 мин при 7000g. Клеточный 

осадок промывают в буфере следующего 

состава: 15 ммоль Na-фосфат, 1 ммоль 

ЭДТА, рН 7,5 и ресуспендируют в том же 

буфере. 

Клетки разрушаются при 150 атм. на 

проточном дезинтеграторе типа «френч-

пресс». Полученную суспензию центрифу-

гируют 20 мин при 10000g и +4оС, супер-

натант сливают. Осадок телец включений 

отмывают в том же буфере и растворяют в 

буфере следующего состава: 7М гуанидин-

гидрохлорид, 20 ммоль Na-фосфат,            

1 ммоль ЭДТА, рН 7,5. Инкубируют 2 ч 

при комнатной температуре при постоян-

ном перемешивании. Добавляют сульфит 

натрия до 30 г/л, раствор инкубируют 12 

часов при комнатной температуре при ин-

тенсивном перемешивании. 

Белки обессоливают хроматографией 

на колонке с Sephadex G25 Medium в буфе-

ре состава: 50 ммоль Na-фосфат, 1 ммоль 

ЭДТА, 100 ммоль NaCl, рН 7,5. Далее бе-

лок очищают с помощью ионообменной 

хроматографии на Toyopearl SP-550. Кон-

центрацию белка измеряют по Лоури, чи-

стоту оценивают с помощью ДСН-ПААГ-

электрофореза по Laemmli [6].  

Рибавирин –фармацевтический хими-

ческий препарат, ингибирующий многие 

ДНК- и РНК-содержащие вирусы, превра-

щающийся в клетках в моно- и трифосфат, 

которые тормозят синтез вирусных ДНК и 

РНК. При приеме внутрь препарат быстро 

и почти полностью всасывается из ЖКТ, 

биодоступность – 44 – 64%. При внутривен-

ном введении Cmax достигается к концу ин-

фузии. Распределяется в плазме, секретах 

дыхательных путей и эритроцитах. Выво-

дится в форме метаболитов и в неизменен-

ном виде с мочой и фекалиями.  

Для определения предельно допусти-

мой дозы рекомбинантного интерферона и 

рибавирина на культуре клеток использо-

вали 96-луночные плоскодонные планше-

ты, культуру клеток МДСК на которой хо-

рошо репродуцируется вирус инфекцион-

ного гепатита, белых мышей массой 18– 

20 г, морских свинок массой 300–350 г и 

собак массой 10–15 кг.  

Для приготовления рабочего раствора  

к 10 мл стерильного физраствора добавля-

ли 10 мкл (100МЕ) интерферона. Следова-

тельно в 10 мкл раствора  содержалось ин- 
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терферона 0,1МЕ. Рабочий раствор рибави-

рина готовили на физрастворе в соотноше-

нии 1:10000. 

При определении предельно допусти-

мой токсической дозы препарата использо-

вали семь рядов лунок (8 лунок в каждом 

ряду) с монослоем клеток МДСК. В пер-

вый ряд вносили по 0,1МЕ, второй – 

0,2МЕ, третий – 0,3МЕ, четвертый – 

0,4МЕ; пя- тый – 0,5МЕ, шестой – 0,6МЕ, 

седьмой ряд лунок служил контролем. 

Наблюдение за клетками проводили в тече-

ние 96 часов. Результаты учитывали по 

наступлению ЦПЭ. 

С целью определения токсичной дозы 

интерферона в опыт были взяты четыре 

группы белых мышей по 10 в каждой. Пер-

вой группе мышей водили подкожно рас-

твор интерферона, содержащий 100 МЕ, 

второй группе – 200МЕ, третьей группе – 

500МЕ, четвертая группа служила контро-

лем. Наблюдение за животными вели в те-

чение десяти суток. О токсичности препа-

рата судили по выживаемости, общему со-

стоянию животных и наличию патологиче-

ских изменений на месте введения препа-

рата.  

Для определения токсичной дозы ри-

бавирина на культуре клеток в опыте ис-

пользовали 7 рядов лунок планшета по 8 

лунок в каждом с монослоем культуры 

клеток МДСК. В первый ряд лунок вноси-

ли по 10,0 мкг препарата, во второй – по 

20,0 мкг, в третий ряд – по 30,0 мкг, в чет-

вертый – 40,0 мкг, в пятый – 50,0 мкг, в 

шестой – 60,0 мкг, седьмой ряд лунок слу-

жил контролем. Наблюдение за клетками 

вели в течение четырех суток. Результаты 

учитывали  по наступлению ЦПЭ.  

Для определения токсичной дозы ри-

бавирина в опыт были взяты три группы 

белых мышей по 6 голов в каждой. Первой 

группе мышей подкожно вводили по       

4,0 мкг препарата в растворе, второй –      

40 мкг, третья группа служила контролем. 

Наблюдение за животными вели в течение 

десяти суток. О токсичности препарата су-

дили по выживаемости, общему состоянию 

животных и наличию патологических из-

менений на месте введения препарата.  

Для изучения токсичной дозы кон-

струируемого препарата на культуре кле-

ток МДСК он был приготовлен в следую-

щих соотношениях компонентов из расчета 

на одну лунку культуры клеток: 

- рибавирин 10,0мкг + интерферон 0,1 МЕ; 

- рибавирин 20,0 мкг + интерферон 0,2 МЕ; 

- рибавирин 30,0мкг + интерферон 0,3 МЕ; 

- рибавирин 40,0 мкг + интерферон 0,4 МЕ; 

- рибавирин 50,0 мкг + интерферон 0,5 МЕ. 

Каждый образец препарата вносили в 

отдельный ряд по 8 лунок со сформирован-

ным монослоем клеток. Результаты учиты-

вали по наличию ЦПЭ.  

Изучение антивирусной активности 

комплексного препарата первоначально 

проводили на культуре клеток МДСК. Для 

этого использовали планшеты с плоскодон-

ными лунками. В каждую лунку вносили 

вирус инфекционного гепатита собак  

(КАВ-1) по 100 мкл и сорбировали его при 

комнатной температуре в течение часа. По-

сле этого без слива питательной среды в 

лунки добавляли комплексный препарат в 

подобранных нетоксических дозах. Наблю-

дение ввели в течение 96 часов с ежеднев-

ной микроскопией. Результаты учитывали 

по наличию ЦПЭ. 

Для изучения эффективности ингиби-

ции вируса инфекционного гепатита плото-

ядных конструируемым комплексным пре-

паратом в опыт были взяты 12 морских  

свинок, которых разделили на три группы, 

по три в каждой. Всех животных заразили 

вирусом гепатита плотоядных подкожно в 

дозе 1000 LD50. Через 72 часа после зараже-

ния опытным животным первой и второй 

групп вводили комплексный препарат под-

кожно в следующих дозах: 1 группа – фа-

ниферон 5000МЕ + рибавирин 100 мкг на 

голову; 2 группа – фаниферон 6000МЕ + 

рибавирин 130 мкг на голову.  

Третьей группе препарат не вводили, 

она служила контролем. Наблюдение за 

животными вели в течение 10 дней. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

В проведенных опытах было уста-

новлено, что собачий рекомбинантный ин-

терферон в дозах 0,1 – 0,5 МЕ на лунку   

96 и 24-луночного планшета с монослоем 

клеток МДСК не вызывает их дегенера-

цию и в дозах 100–500 МЕ при подкожном 

введении не вызывает заболевание и ги-

бель белых мышей. 

Фармацевтический химический ан-

тивирусный препарат «Рибавирин» в дозах 

10,0–50,0 мкг на лунку 96 луночного план-

шета для клеток МДСК и в дозах 4,0–   

40,0 мкг для белых мышей при подкожном 

введении является нетоксичным. Получен-

ные данные явились исходными для кон-

струирования комплексного противови-

русного препарата и изучения его неток-

сичных доз для культуры клеток, безвред-

ности и эффективности для животных. 

Лабораторный образец комплексного 

противовирусного препарата, названного 

нами «Фероновирин», был приготовлен 

путем смешивания интерферона и рибави-

рина в нетоксичных для культур клеток и 

белых мышей дозах (соотношениях). При 

исследовании его безвредности и эффек-

тивности установлено, что препарат с со-

держанием рибавирина 10–50 мкг и интер-

ферона 0,01–0,05 МЕ на лунку планшета 

является нетоксичным  для  культуры кле- 

ток МДСК. 

Сконструированный препарат с содер-

жанием рибавирина 20–50 мкг и интерфе-

рона 0,2–0,5 МЕ на лунку планшета задер-

живает развитие ЦПЭ в зараженной виру-

сом инфекционного гепатита культуре 

клеток МДСК на 24 часа, но полностью не 

предотвращает его проявления. 

Препарат, содержащий рибавирина 

100–130 мкг и интерферона 5000–6000МЕ  

на голову, при однократном подкожном 

введении предотвращает заболевание у 

зараженных вирусом инфекционного гепа-

тита морских свинок. 
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Сконструированный препарат «Феро- 

новирин» является безвредным для живот-

ных и обладает выраженным вирулицид-

ным действием на возбудителя инфекци-

онного гепатита плотоядных животных. 

Проведенные исследования дают ос-

нование на продление исследований по 

данному препарату, в частности, по разра-

ботке технологии его изготовления, доз и 

схем применения, эффективности при раз-

личных вирусных заболеваниях плотояд-

ных животных и т.д. 

На основании проведенных исследо-

ваний разработан лабораторный регламент 

на комплексный препарат. 
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