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Для препаратов интерферона альфа типа (ИФН) одним из наиболее значимых показателей, характери-
зующих их фармацевтическое качество и фармакологическую эффективность, является специфическая 
противовирусная активность. Для определения специфической активности используют биологический 
метод количественного определения противовирусной активности на культуре клеток. Цель работы: 
выбор наиболее оптимальных условий проведения анализа по определению специфической активно-
сти препаратов ИФН in vitro. Материалы и методы: количественное определение специфической про-
тивовирусной активности проводили с использованием культур клеток гомологичного и гетерологичного 
происхождения: Vero; MDBK; Hep-2; А-549 и вирусов: везикулярного стоматита (VSV), штамм Индиана, 
и энцефаломиокардита мышей (ЕМС) в дозе 100 ТЦД

50
/0,1 мл. В качестве образцов ИФН использовали 

международный стандарт активности рекомбинантного интерферона альфа-2b (Interferon alpha 2b, hu-
man, rDNA, E. coli-derived 2nd WHO International Standart 1999 NIBSC, code № 95/566) и интерферон альфа-
2b человеческий рекомбинантный, субстанция-раствор (серия 040214, ООО «Фармапарк», Россия). 
Результ аты: анализ полученных данных позволил определить наиболее чувствительные к действию 
ИФН комбинации клеточных линий и индикаторного вируса, оптимальную концентрацию эмбриональ-
ной сыворотки в среде и временные параметры, предпочтительный способ учета результатов испытания. 
Выво ды: выбраны оптимальные условия проведения анализа по определению специфической актив-
ности препаратов ИФН — наиболее чувствительными к интерферону альфа являются комбинации кле-
точная культура/вирус: клетки MDBK/вирус VSV и клетки Hep-2/вирус EMC; время инкубирования интер-
ферона с клеточной культурой — 24 ч; концентрация эмбриональной телячьей сыворотки в питательной 
среде, используемой для разведений препаратов интерферона, — 2–5%. При учете результатов исследо-
вания противовирусной активности интерферона более предпочтительным является инструментальный 
способ как более современный, объективный, точный и менее трудоемкий.
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вирусная активность
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Specific antiviral activity is one of the key indicators characterising pharmaceutical quality and pharmacological 
efficacy of interferon alpha products (IFN-α). Specific activity is determined using a bioassay measuring antiviral 
activity in cell culture. The aim of the study was to select the most appropriate conditions for in vitro determination 
of IFN-α product specific activity. Materials and methods: Vero, MDBK, Hep-2, and A-549 homologous and 
heterologous cell cultures, as well as vesicular stomatitis Indiana virus (VSV) and murine encephalomyocarditis 
(EMC) virus at a dose of 100 TCD

50 
/0.1 mL were used for determination of specific antiviral activity. The international 

reference standard of recombinant interferon alpha-2b activity (Interferon alpha 2b, human, rDNA, E. coli-derived, 
2nd WHO International Standard, 1999, NIBSC Code No. 95/566) and human recombinant interferon alpha 2b 
in the form of solution (batch No. 040214, Pharmapark LLC, Russia) were used as IFN-α samples. Results: the 
analysis of the obtained data helped to determine: the combinations of cell lines and the indicator virus most 
sensitive to IFN-α; the optimal concentration of fetal serum in the medium, and the optimal time parameters; the 
preferred method of reporting test results. Conclusions: the following test conditions were found to be optimal: 
the MDBK/VSV and Hep-2/EMC combinations proved to be the most sensitive to IFN-α; the optimal period of 
interferon and cell culture incubation—24 hours; the optimal concentration of fetal bovine serum in the culture 
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medium used for diluting interferon products—2–5%. The instrumental procedure is preferred for reporting the 
results of interferon antiviral activity determination, because it is up-to-date, reliable, accurate and time-efficient.
Key words: interferon alpha (IFN-α); quality control; bioassay; specific antiviral activity
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Лекарственные препараты, активным компонентом кото-
рых является интерферон альфа типа (ИФН), широко пред-
ставлены на современном фармацевтическом рынке и ис-
пользуются в медицинской практике для лечения вирусных, 
онкологических и инфекционно-воспалительных заболеваний 
[1–5]. Согласно информации Государственного реестра лекар-
ственных средств1 в России зарегистрировано около 50 раз-
личных препаратов, активным веществом которых является 
интерферон, порядка 20% из них составляют лекарственные 
средства зарубежных производителей.

По технологии получения препараты ИФН делятся на при-
родные (ИФН первого поколения) и рекомбинантные (ИФН 
второго поколения).

Природные интерфероны получают путем воздействия на 
лейкоциты здоровых доноров вирусами — индукторами ин-
терферона. Рекомбинантные интерфероны продуцируются 
охарактеризованными культурами клеток (бактерий, дрожжей, 
млекопитающих), в генетический аппарат которых встроен ген, 
кодирующий синтез определенного вида интерферона человека2.

Появление технологии получения рекомбинантных интер-
феронов привело к сокращению производства природных пре-
паратов. Это связано в первую очередь с дефицитом и высо-
кой ценностью используемого сырья (донорская кровь). Кроме 
того, препараты лейкоцитарного происхождения, как и любые 
другие препараты крови, потенциально небезопасны с точ-
ки зрения контаминации. Таким образом, в настоящее время 
в клинической практике используют в основном рекомбинант-
ные интерфероны, что определяет необходимость совершен-
ствования их производства и оценки качества [6, 7].

Общие требования к оценке качества препаратов ИФН 
сформулированы в ОФС 1.7.1.0012.18 Государственной фар-
макопеи Российской Федерации XIV изд. (ГФ РФ)3. Основны-
ми показателями качества, гарантирующими эффективность 
и безопасность лекарственных средств на основе рекомби-
нантных ИФН, являются: подлинность, количественное опре-
деление специфической противовирусной активности, ко-
личественное определение целевого белка, анализ чистоты 
и идентификация примесей [8].

Наиболее значимой характеристикой эффективности 
лекарственных средств, содержащих ИФН, является их спе-
цифическая активность. От точности определения данного 
показателя в конечном итоге зависит успешное клиническое 
использование препарата [9, 10]. Для определения специфи-
ческой активности используют биологический метод количе-
ственного определения противовирусной активности на куль-
туре клеток. Проявление специфической противовирусной 
активности служит также подтверждением подлинности пре-
парата. Описание данного метода в Государственной фарма-
копее Российской Федерации и в Европейской фармакопее4 

содержит общие принципы проведения исследования и носит 
рекомендательный характер. В связи с этим разные произво-
дители используют различные модификации метода и разные 
способы учета результатов определения специфической про-
тивовирусной активности.

Цель работы — установить оптимальные условия проведе-
ния анализа по определению специфической активности пре-
паратов интерферона альфа типа in vitro.

Задачи исследования:
- сравнительное изучение чувствительности различных 

клеточных линий к действию интерферона и индикаторного 
вируса;

- выбор временных параметров и концентрации эмбрио-
нальной сыворотки в питательной среде;

- сравнительный анализ различных способов учета ре-
зультатов испытания.

Материалы и методы

Материалы:

- набор реагентов «Питательная среда DMEM для куль-
тур клеток в комплекте с L-глутамином», Россия; гентамицин, 
раствор для внутривенного и внутримышечного введения 
40 мг/мл, Беларусь;

- сыворотка Fetal Bovine Serum, Sigma-Aldrich Co, США;
- кристаллический фиолетовый, Merck, Германия;
- международный стандарт активности рекомбинантно-

го интерферона альфа-2b (Interferon alpha 2b, human, rDNA, 
E. coli-derived 2nd WHO International Standart 1999 NIBSC, code 
№ 95/566) (МСО ИФН альфа-2b);

- интерферон альфа-2b человеческий рекомбинантный, 
субстанция-раствор (серия 040214, ООО «Фармапарк», Россия);

- линии культур клеток гомологичного и гетерологичного 
происхождения: Vero — перевиваемая культура клеток по-
чек африканской зеленой мартышки; MDBK — перевиваемая 
культура почек крупного рогатого скота; Hep-2 — перевива-
емая линия эпидермоидной карциномы гортани человека; 
А-549 — перевиваемая линия карциномы легкого человека из 
коллекции ФГУП «НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского», 
ООО «БиолоТ», Россия;

- вирус везикулярного стоматита (VSV), штамм Индиана, 
из Государственной коллекции вирусов ФГУП «НИИ вирусоло-
гии им. Д.И. Ивановского» № 29 в дозе 100 ТЦД50/0,1 мл;

- вирус энцефаломиокардита мышей (ЕМС) (ТС адаптиро-
ванного) в дозе 100ТЦД50/0,1 мл из коллекции ФГБУ «48 ЦНИИ» 
Минобороны России.

Оборудование:

- СО2-инкубатор JOUAN IG 150;
- шкаф ламинарный БАВп-01-1,2;

1 https://grls.rosminzdrav.ru
2 Ершов ФИ, Киселев ОИ. Интерфероны и их индукторы (от молекул до лекарств). М.: ГЭОТАР-Медиа; 2005. 
3 Общая фармакопейная статья 1.7.1.0012.18 Интерфероны. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
4 5.6. Assay of interferons. European Pharmacopoeia 9.2; 2016.
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- камера Горяева для счета форменных элементов крови 
(ООО «МиниМедПром», Россия);

- микроскоп инвертированный ID-03 Opton Feintechnik;
- анализатор фотометрический микропланшетный, Bio-

Rad, Венгрия.

Методы

Определение специфической активности основано на спо-
собности интерферона подавлять цитопатическое действие 
индикаторного вируса в культуре клеток. Описание методики 
приведено в ГФ РФ5.

Определение специфической активности препаратов интер-
ферона проводили на монослое культур клеток, полученном при 
температуре (37 ± 1) °С в атмосфере с (5,0 ± 0,5)% СО2 в лунках 
96-луночных плоскодонных культуральных планшетов.

Готовили серию разведений испытуемого препарата (ИП) 
и МСО на 4 разведения выше и ниже предполагаемого титра 
активности. За титр принимали величину, обратную разве-
дению.

Возможно внесение ИП и МСО в лунки планшета до внесе-
ния культуры клеток. В этом случае клеточный монослой будет 
формироваться с внесенным интерфероном.

Далее планшеты с культурой клеток и внесенными в них 
разведениями ИП и МСО инкубировали в течение 24–48 ч при 
температуре (37 ± 1) °С в атмосфере с (5,0 ± 0,5)% СО2. Затем 
в каждую лунку с ИП и соответствующим МСО вносили вирус-
ную суспензию, содержащую рассчитанную заранее дозу ин-
дикаторного вируса 100 ТЦД50/0,1 мл.

Для контроля дозы индикаторного вируса оставляли 16 лу-
нок с культурой клеток, а для контроля состояния монослоя 
клеток — 4 лунки. В эти 20 лунок вносили поддерживающую 
среду.

После внесения индикаторного вируса 96-луночный план-
шет инкубировали в течение 24–48 ч в стандартных услови-
ях. Инкубацию прекращали при появлении цитопатического 
действия в монослое клеток с индикаторным вирусом в дозе 
1 ТЦД50/0,1 мл.

Результаты испытания подлежали учету, если выполня-
лись следующие условия:

- отсутствует дегенерация клеточного монослоя в лун-
ках с контролем клеток и в лунках индикаторного вируса 
с 0,1 ТЦД50/0,1 мл;

- доза внесенного вируса составляет 100 ТЦД50/0,1 мл.
Учет активности интерферона осуществляли визуально 

или инструментально.
Визуальный учет активности интерферона производили 

микроскопически при 100-кратном увеличении через 24–48 ч 
после внесения индикаторного вируса. За титр интерферона 
принимали величину, обратную разведению препарата, при ко-
тором клеточная культура в 50% лунок полностью защищена 
от цитопатического действия вируса.

Титр интерферона вычисляли методом Спирмена—Кербе-
ра по формуле (1):
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где Dmax — двоичный логарифм разведения, ниже значения ко-
торого произошла 100% защита;

d — двоичный логарифм интервала между разведениями (ра-
вен 1,0);
n — число лунок на каждую дозу (равно 4);
р — число лунок, в которых была обеспечена защита в разве-
дении, ниже значения которого произошла 100% защита, и по-
следующих разведениях.

Противовирусную активность интерферона (Ах) в исследу-
емом образце в МЕ вычисляли по формуле (2):
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где АМСО — противовирусная активность МСО интерферона в МЕ;
ах — титр ИП;
аМСО — титр МСО.

Возможен также инструментальный способ учета резуль-
татов с использованием селективного окрашивания живых 
клеток, защищенных интерфероном от действия вируса, 
элюирования красителя, фотометрирования оптической 
плотности элюата и последующей компьютерной обработки 
результатов.

Результаты исследования снижения цитопатического эф-
фекта в основном соответствовали сигмоидальному графику 
«доза–ответ», когда функция представлена графически — 
концентрация интерферона (логарифм обратной величины 
разведения интерферона) к поглощению красителя. Строили 
график функции концентрации интерферона (логарифм об-
ратной величины разведения) к поглощению красителя для 
стандартных и исследуемых образцов. Используя линейный 
участок графика, рассчитывали концентрацию интерферона в 
образце путем сравнения реакций для растворов стандартного 
и исследуемого образцов, применяя обычные статистические 
методы параллельного анализа6.

Статистическую обработку проводили общепринятыми 
методами, применимыми для нормального распределения ре-
зультатов [11].

Результаты и обсуждение

Важнейшим условием эффективности определения 
специфической противовирусной активности ИФН является 
выбор наиболее чувствительной к действию интерферона 
комбинации клеточной культуры и индикаторного вируса 
[6, 7]. Для проведения сравнительного изучения чувстви-
тельности нескольких клеточных линий к действию интер-
ферона и индикаторного вируса в работе использовали 
следующие комбинации клеточная культура/вирус: MDBK/
VSV, Vero/VSV, Hep2/VSV, Vero/ЕМС, Hep-2/ЕМС. Вирус-ин-
дикатор вносили в дозе 100 ТЦД50/0,1 мл. В качестве образца 
интерферона использовали МСО ИФН альфа-2b. Определя-
ли количество интерферона, при котором клеточная куль-
тура в 50% лунок полностью защищена от цитопатического 
действия вируса в лабораторных единицах (ЛЕ), где лабо-
раторная единица — это величина, обратная разведению 
интерферона.

Результаты изучения чувствительности исследуемых кле-
точных линий и индикаторного вируса к действию интерферо-
на альфа представлены на рисунке 1.

5 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0002.15 Биологические методы испытания препаратов интерферона с использованием культур клеток. 
Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018. 

6 Там же.
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Как показано на рисунке 1, наиболее чувствительными 
к интерферону альфа оказались следующие комбинации кле-
точной культуры и вируса:

- клетки MDBK/вирус VSV;
- клетки Hep-2/вирус EMC.
Полученные результаты подтверждают имеющиеся в лите-

ратуре данные [6–10] и согласуются с требованиями Государ-
ственной фармакопеи Российской Федерации.

Как известно, активность ИФН зависит от времени его ин-
кубации с клеточной культурой [2, 4, 6, 7]. В работе было изуче-
но влияние времени инкубирования интерферона с культурой 
клеток на величину проявляемой противовирусной активности 
(рис. 2). Использовали перевиваемую культуру клеток (MDBK) 
почек крупного рогатого скота. Концентрация клеток, вносимая 
в микропланшет, составляла 2,0×104 клеток/0,1 мл. В качестве 
испытуемого образца использовали МСО ИФН альфа-2b, в ка-
честве индикаторного вируса — вирус везикулярного стомати-
та (VSV), штамм Индиана.

В микропланшеты вносили двукратные разведения МСО 
ИФН альфа-2b в питательной среде в объеме 0,1 мл и 0,1 мл 
вирусной суспензии в дозе 100 ТЦД50. Разведения МСО ИФН 
альфа-2b вносили в лунки планшета как до внесения культу-
ры клеток, так и в сформированный в течение 24 ч монослой 
клеток. Определяли количество интерферона, при котором 
клеточная культура в 50% лунок полностью защищена от ци-
топатического действия вируса. Учет проводили сразу после 
добавления вируса, через 2 и 24 ч от начала опыта.

Результаты исследования показали, что активность интер-
ферона при минимальной экспозиции, т. е. сразу после вне-
сения интерферона в культуру клеток, в 3 раза ниже, чем при 
времени экспозиции 24 ч. Полученные результаты подтвержда-
ют, что увеличение продолжительности контакта интерферона 
с клетками увеличивает их резистентность к последующему 
заражению вирусом. Оптимальная резистентность клеток к ви-
русу достигается при инкубировании интерферона на культуре 
клеток в течение 24 ч.

Антисорбционное действие белков эмбриональной теля-
чьей сыворотки на содержащийся в препаратах интерферон 
хорошо известно. Данный факт необходимо учитывать при 
разведении интерферона, предусматривая наличие в среде для 
разведения определенного количества сыворотки7.

Было проведено сравнительное изучение зависимости 
уровня противовирусной активности интерферона от коли-
чества эмбриональной телячьей сыворотки в среде титро-
вания.

Испытания проводили на сформированном монослое куль-
туры клеток MDBK с концентрацией 2,0×104 клеток в лунке, 
в качестве индикаторного вируса использовали вирус везику-
лярного стоматита, штамм Индиана, в дозе 100 ТЦД50/0,1 мл. 
Результаты исследования представлены на рисунке 3.

В ходе исследования установлено, что активность интер-
ферона при разведении его в среде, не содержащей сыворот-
ку, в два раза ниже, чем в присутствии сыворотки. При этом 
увеличение содержания сыворотки в питательной среде до 
10% не влияет на результаты определения активности интер-
ферона.

Таким образом, оптимальной концентрацией эмбриональ-
ной телячьей сыворотки в питательной среде, используемой 
для разведений препаратов интерферона, можно считать 
2–5%.

При сравнительном анализе способов учета результа-
тов испытания использовали перевиваемую культуру клеток 
MDBK. Концентрация клеток, вносимых в микропланшет, со-
ставляла 2,8×104 клеток/0,1 мл. Использовали вирус VSV 
в дозе 100 ТЦД50/0,1 мл. В качестве испытуемого образца ис-
пользовали интерферон альфа-2b человеческий рекомбинант-
ный, субстанция-раствор в концентрации 3×106 ЕД/мл и МСО 
ИФН альфа-2b в концентрации 550 ЕД/мл.

Учет результатов проводили визуально, затем инстру-
ментально. Визуальный учет проводили общепринятым ми-
кроскопическим методом8. Для инструментального способа 
учета в качестве красителя использовали 0,5% спиртовой 
раствор кристаллического фиолетового. Краситель в коли-
честве 50 мкл вносили в лунки культурального планшета, 
затем при комнатной температуре выдерживали 10 мин, 
удаляли и промывали лунки очищенной водой до полно-
го исчезновения красителя в смывной воде, просушивали, 
вносили в качестве элюата 70% раствор этилового спирта 

MDBK/VSV Vero/VSV A-549/VSV Hep2/VSV A-549/EMC Hep2/EMC Vero/EMC

0

5000

10000

Рис. 1. Чувствительность исследуемых клеточных линий 
и индикаторного вируса к действию интерферона альфа 
типа (n = 10). Vero — перевиваемая культура клеток почек 
африканской зеленой мартышки; MDBK — перевиваемая 
культура клеток почек крупного рогатого скота; Hep-2 — 
перевиваемая линия клеток эпидермоидной карциномы 
гортани человека; А-549 — перевиваемая линия клеток 
карциномы легкого человека; VSV — вирус везикулярного 
стоматита, штамм Индиана, в дозе 100 ТЦД

50
/0,1 мл; ЕМС — 

вирус энцефаломиокардита мышей (ТС адаптированного). 
Вертикальные отрезки (рис. 1–3) — доверительный интервал 
для среднего значения при нормальном распределении. Ось 
абсцисс — наименование клеточной линии; ось ординат — 
противовирусная активность, ЛЕ.
Fig. 1. The sensitivity of the studied cell lines and indicator virus 
to interferon alpha (n = 10). Vero—a continuous cell culture 
derived from African green monkey kidney; MDBK—a continuous 
cell culture derived from bovine kidney; Hep-2—a continuous cell 
line of human laryngeal epidermoid carcinoma cells; A-549—a 
continuous cell line from human lung carcinoma; VSV—vesicular 
stomatitis Indiana virus at a dose of 100 TCD

50
/0.1 mL; EMC—

murine encephalomyocarditis (tissue culture adapted). X-axis—
cell line; Y-axis—antiviral activity (LSU).

7 Ершов ФИ, Киселев ОИ. Интерфероны и их индукторы (от молекул до лекарств). М.: ГЭОТАР-Медиа; 2005.
8 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0002.15 Биологические методы испытания препаратов интерферона с использованием культур клеток. 

Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
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в количестве 0,1 мл, перемешивали на шейкере в течение 
30 мин. Проводили измерение оптической плотности со-
держимого лунок на фотометрическом микропланшетном 
анализаторе при длине волны 595 нм. На основании этих 
данных строили графики зависимости оптической плотно-
сти от двоичного логарифма разведений, используя ком-
пьютерную программу OringinPro 9.1. Полученные результа-
ты представлены в таблице 1.

Как показано в таблице 1, значения величин противови-
русной активности, полученные при визуальном и инструмен-
тальном способах учета результатов, не имеют достоверных 
различий, но визуальный (микроскопический) способ учета 
является гораздо более субъективным, требует участия спе-
циалиста, имеющего большой опыт работы с микроскопиче-
скими методами исследования. Таким образом, более пред-
почтительным является инструментальный способ учета как 
более объективный, современный и в конечном счете менее 
трудоемкий.

Выводы

1. Сравнительное изучение нескольких клеточных линий 
к действию ИФН и индикаторного вируса выявило, что наи-
более чувствительными являются следующие комбинации 
клеточной культуры/вируса: клетки MDBK/вирус VSV и клетки 
Hep-2/вирус EMC.

2. Оптимальное время инкубирования интерферона 
с клеточной культурой — 24 ч. Оптимальная концентрация 
эмбриональной телячьей сыворотки в питательной среде, 
используемой для разведений препаратов интерферона, — 
2–5%.

3. Значения величин противовирусной активности, полу-
ченные при визуальном и инструментальном (микроскопи-
ческом) способах учета результатов, не имеют достоверных 
различий. Однако более предпочтительным является инстру-
ментальный способ как более объективный, современный точ-
ный и менее трудоемкий.
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Рис. 2. Влияние времени инкубирования клеточной культуры в присутствии интерферона альфа на результаты определения 
противовирусной активности (n = 7): a — противовирусная активность ИФН-альфа при внесении в сформированный 
монослой культур клеток; b — противовирусная активность ИФН-альфа при внесении в суспензию культур клеток. Ось 
абсцисс — время инкубирования, ч; ось ординат — противовирусная активность, ЛЕ.
Fig. 2. The effect of the incubation period of the cell culture with interferon alpha on the results of antiviral activity determination 
(n = 7): а—IFN-alpha antiviral activity upon inoculation into the cell culture monolayer; b—IFN-alpha antiviral activity upon inoculation 
into the cell culture suspension. X-axis—incubation period, h; Y-axis—antiviral activity, LSU.
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Рис. 3. Влияние состава среды титрования на 
противовирусную активность интерферона (n = 7). Ось 
абсцисс — концентрация сыворотки в среде, %; ось 
ординат — противовирусная активность, ЛЕ.
Fig. 3. The effect of the titration medium composition on 
the antiviral activity of interferon (n = 7). X-axis—serum 
concentration in the medium, %; Y-axis—antiviral activity, 
LSU.

Таблица 1. Сравнительная оценка результатов определения 
противовирусной активности интерферона альфа при визуаль-
ном и инструментальном способах учета первичных данных
Table 1. The results of antiviral activity determination using the 
visual and instrumental methods of primary data reporting

№ п/п
No. 

Способ учета
Reporting method

визуальный, МЕ/мл
visual, IU/mL

инструментальный*, МЕ/мл 
instrumental*, IU/mL

1 5,4×108 4,9×108

2 5,4×108 5,7×108

3 4,9×108 3,8×108

4 5,4×108 4,2×108

5 4,9×108 4,5×108

6 4,9×108 4,5×108

7 4,9×108 5,0×108

8 4,2×108 5,7×108

9 4,3×108 5,0×108

10 4,7×108 4,6×108

*С помощью программы OringinPro 9.1.
*Using the OringinPro 9.1 software.
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