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(54) Применение соединения гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) [CuSО4 . 6C3H4N2 . 6H2О] в качестве антигельминтного средства
(57) Изобретение относится к ветеринарии, в частности, антигельминтным препаратам для лечения мелкого рогатого скота, и может быть использовано для лечения и профилактики цестодозных инвазий у овец.
Задачей изобретения является расширение арсенала малотоксичных биологически активных веществ пролонгированного действия с высокоэффективной антигельминтной активностью.

Задача решается применением соединения гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) в качестве антигельминтного средства для лечения и профилактики цестодозных инвазий у овец. 

Гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) представляет собой комплексное соединение формулы [CuSО4 . 6C3H4N2 . 6H2О], условно названное сумедазол. Соединение малотоксично - ЛД50 = 1580 мг/кг, обладает спе- цифической цестодоцидной активностью - 100 % при применении в 1 % концентрации в опытах in vitro на эхинококковые протосколексы (Echinococcus granulosus) и высокой эффективностью при мониезиозе овец (ЭЭ и ИЭ = 100 %).

Применение препарата позволит проводить комплексное лечение и профилактику кишечных гельминтозов овец и в короткие сроки восстановить продуктивность животных. 

1 н. п. ф., 2 пр., 3 табл.
Изобретение относится к ветеринарии, в частности, антигельминтным препаратам для лечения мелкого рогатого скота, и может быть использовано для лечения и профилактики цестодозных инвазий у овец.

Известен способ индивидуальной дегельминтизации овец при трихостронгилезах и цестодозах, в том числе мониезиозе овец, пероральным введением 1 % водного раствора сернокислой меди в дозе от 15 до 100 мл в зависимости от возраста после 12-15 часов голодания животных (Мозгов И.Е. Фармакология. - М.: "Колос", 1969. - С. 321).

Известно антигельминтное средство, содержащее комплекс альбендазола и меди (Патент RU 2195280 C1, кл. A61K 31/415, 27.12.2002). Недостатком средства является невысокая эффективность применения.

Известен способ лечения и профилактики смешанных мониезиозо-трихостронги- лезных инвазий овец (Предварительный патент KG 262 C1, кл. A61K 33/34, 30.09.1998), заключающийся в применении препарата полимедол, имеющего химическое название поли-1,3-диметилен салицилат меди и олова, в смеси с ячменной дертью в соотношении 1:10. Препарат в виде раствора быстро рассасывается в рубце и не полностью убивает гельминтов, находящихся в кишечнике животного, в результате лечебно-профилактическая эффективность его не превышает 78 %. Также недостатками способа являются применимость только для овец и сложность синтеза препарата.

Известен способ лечения и профилактики мониезиозо-трихостронгилезной инвазии сельскохозяйственных животных (Предварительный патент KG 536 C1, кл. A61K 33/34, 30.11.2002), сущность которого заключается в перроральном введении животным диакводибензимидазолсульфата меди (II) в виде 2-3,5 % водной суспензии. Недостатком способа является сложность и дороговизна синтеза препарата.

Задачей изобретения является расширение арсенала малотоксичных биологически активных веществ пролонгированного действия с высокоэффективной антигельминтной активностью.

Задача решается применением соединения гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) в качестве антигельминтного средства, для лечения и профилактики цестодозных инвазий у овец.
Предлагаемое к применению для лечения гельминтозов соединение гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) представляет собой комплексное соединение формулы [CuSO4 . 6C3H4N2 . 6H2O], условно названное сумедазол. 

Сведения о данном соединении, его структуре и получении опубликованы в статье: Малабаева А.М., Шыйтыева Н., Бердалиева Ж.И., Аламанова Э.А. «Исследование коплексообразования имидазола с сульфатом меди в водной среде при 25°C» - Ж. «Наука, новые технологии и инновации Кыргызстана», 2019, № 2, стр. 53-59. 

Синтез комплексного соединения гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) проводят при температуре 25°C. Мольное соотношение реагентов равно 1:6. Берут 1,34 г (0,01 моль) сульфата меди (II) и растворяют в 50 мл дистиллированной воды. К раствору при перемешивании добавляют 4,0848 г (0,06 моль) имидазола. Полученный раствор при интенсивном перемешивании нагревают до 50 (С и медленно выпаривают на водяной бане, уменьшая объем до 1/3. Раствор охлаждают до комнатной температуры и оставляют на кристаллизацию. Выпавшие кристаллы промывают несколько раз абсолютным спиртом, отфильтровывают, высушивают в вакууме. Выход продукта 4,407 г, что составляет 78,1 %. Продукт представляет собой кристаллы светло-голубого цвета, без запаха, устойчив на воздухе, хорошо растворим в воде, спирте, плохо в ацетоне, хлороформе, практически нерастворим в бензоле и четыреххлористом углероде; молекулярный вес 673,089 г/моль, плотность 1,83 г/см3. 

Опыты по определению параметров острой токсичности гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) проводили на 36 клинически здоровых белых мышах обоего пола с живой массой 18-20 г путем перорального введения вещества в виде 10 % водного раствора при помощи шприца, снабженного специальным металлическим зондом в дозе 800, 1200, 1600, 2000 и 2400 мг/кг живой массы. Контрольные животные получали соответствующий объем физиологического раствора (0,9 % водный раствор NaCl). 

Статистическую обработку цифровых материалов опыта проводили методом Литч- филда и Уилкоксона (Lichfield, Wilcoxon, 1949) в модификации З. Рота (Z. Roth, 1960) с использованием миллиметровой бумаги (Кудрин А.Н., Понамарева Г.Т. Применение математики в экспериментальной и клинической медицине. - М., 1967, стр. 126-140).
Результаты опытов показали (табл. 1), что максимально переносимая доза (ЛД0) гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) для белых мышей была равна 800 мг/кг, ЛД16 - 1230 мг/кг, среднесмертельная доза (ЛД50) -1580 (1136,6-2195,2) мг/кг, ЛД84 - 2150 мг/кг и абсолютно смертельная доза (ЛД100) составила 2400 мг/кг.
Как видно из анализа результатов статистической обработки, средне-смертельная доза (ЛД100) гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) для белых мышей при пероральном введении превышает 1000 мг/кг. Это говорит о том, что по ныне существующей квалификации опасности химиотерапевтических препаратов по степени воздействия на организм (ГОСТ 12.1.007-76) испытуемое соединение относится к малотоксичным химическим веществам умеренной опасности (Саноцкий И.В., Уланова И.П. Критерий вредности в гигиене и токсикологии при оценке опасности химических соединений. - М.: Медицина, 1976, стр. 76-81).
Пример 1. Испытание антигельминтной активности гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) проводили в опытах in vitro, при этом изучали действие вещества на цестоды (ленточные черви). Тестирование вещества на цестодоцидную активность проводили на протосколексах из свежего эхинококкового пузыря (Echinococcus granulosus).
Эхинококковые пузыри для опытов получали из пораженных органов (печень, легкие) овец, забитых в бойнях г. Сокулук. Их сразу же помещали в физраствор и содержали при комнатной температуре. 

Перед опытом вскрывали эхинококковый пузырь, вместе с жидкостью брали необходимое количество протоксолексов и помещали в чашки Петри, затем добавляли испытуемое комплексное соединение в виде 1,0 % водного раствора. Для сравнения брали имидазол, альбендазол и сульфат меди в тех же концентрациях (альбендазол – в виде суспензии). Контролем служила чашка Петри с физраствором, в нее помещали приблизительно такое же количество протосколексов. Затем в опытные и контрольные чашки добавляли по 2-3 капли 1 % водного раствора эозина и оставляли их на 16-18 часов при комнатной температуре. 

Как известно, мертвые ткани окрашиваются эозином, а живые - нет. На следующий день под бинокулярным микроскопом подсчитали во всех чашках число мертвых и живых протосколексов. Сравнивая результаты, установили степень антигельминтной активности, которую выражали в процентах.
Результаты опытов показывают (табл. 2), что гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) в испытанных концентрациях оказал губительное действие на протосколексы Ech. Granulosus. Так, при 1 % концентрации он вызвал 100 % гибель протосколексов.

Противоцестодная эффективность имидазола в той же концентрации составила 47,1 %, альбендазола - 42,1 %, сульфата меди - 50 % соответственно. В контрольной чашке гибель протосколексов не наблюдали.
Пример 2. Получив положительный результат в опытах in vitro, продолжили изучение антигельминтного действия сумедазола в опытах in vivo на гельминтозных овцах. Опыты проводили по методу контроль-теста (World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (W.A.A.V.P.) second edition of guidelines for evaluating the efficacy ofanthelmintics in ruminants (bovine, ovine, caprine. J. Vet. Parasitology. №58, 1995, р. 181-213). 

Для этого в частной отаре Тагайбердиева А. К. путем двукратной гельминтокопроскопии по методу флотации с насыщенным раствором аммиачной селитры (Котельников Г. А., Хренов В. А. Методические рекомендации по диагностике наиболее распространенных гельминтозов сельскохозяйственных животных. - М.; 1980. С. 34) отобрали 36 голов ягнят текущего года рождения обоего пола, спонтанно инвазированных цестодами рода Moniezia, с живой массой 25-31 кг. Животные были разделены по принципу аналогов, с учетом зараженности и веса, на 6 групп, по 6 голов в каждой. Ягнята в течение опыта находились в общей отаре под постоянным наблюдением.
Первой группе животных задавали сумедазол в дозе 50 мг/кг перорально в виде 10 % водного раствора с помощью бутылки однократно, второй группе животных - 100 мг/кг, третьей группе в дозе 150 мг/кг, четвертой группе задавали имидазол в дозе 50 мг/кг и пятой группе - сульфат меди в виде 1 % водного раствора по 25-30 мл на голову. Шестая группа овец служила контролем и дегельминтизации не подвергалась.
На 11-й день всех животных подвергали поголовному гельминтокопроскопическому исследованию. Расчеты по определению антигельминтной эффективности испытанных препаратов проводили также по методу контроль-теста с учетом снижения интенсивности выделения яиц мониезий.
Результаты опытов показали (табл. 3), что из 4 голов ягнят, получивших сумедазол в дозе 50 мг/кг (первая группа 1) освободились от гельминтов 3 (ЭЭ = 75 %), во второй и третьей группах все ягнята, получившие этот препарат в дозах 100 и 150 мг/кг, не выделяли яйца цестод (ЭЭ = 100 %). В четвертой группе животных, дегельминтизированных имидазолом (20 мг/кг) из 4 голов вылечились только лишь 2 (ЭЭ = 16,7 %). Сульфат меди при мониезиозе овец показал 50 % экстенсэффективность. 

Интенсэффективность препаратов была установлена по интенсивности выделения яиц мониезий.
Установлено, что интенсэффективность сумедазола в дозе 50 мг/кг равна 66,6 %, в дозе 100 и 150 мг/кг – 100 %. Имидазол и сульфат меди в испытанных дозах проявили интенсэффективности, равные 55,5 и 61,1 %, соответственно.
Предлагаемое изобретение по сравнению с другими аналогичными известными решениями имеет следующие преимущества: высокая антигельминтная эффективность при мониезиозной инвазии, простота технологии получения, низкая токсичность (III класс опасности), низкая себестоимость. 

Применение препарата позволит проводить комплексное лечение и профилактику кишечных гельминтозов овец и в короткие сроки восстановить продуктивность животных. 
Таблица 1

Параметры острой токсичности гексааквагексаимидазол сульфата

меди (II) для белых мышей при пероральном введении

	Доза, мг/кг
	Количество мышей, пол
	Результаты
	Параметры острой
токсичности при Р = 0,05

	
	
	пало
	выжило
	

	800
	6
	0
	6
	 ЛД0 = 800 мг/кг ЛД16 = 1230 мг/кг 

 ЛД50 = 1580 (1136,6-2195,2) мг/кг 
 ЛД84 = 2150 мг/кг 

 ЛД100 = 2400 мг/кг

	1200
	6
	1
	5
	

	1600
	6
	3
	3
	

	2000
	6
	5
	1
	

	2400
	6
	6
	0
	

	Контроль
	6
	0
	6
	


Таблица 2

Цестодоцидная активность сумедазола в опытах in vitro 
	№
	Соединения
	Концентрация
	Количество протосколексов

Ech.granulosus
	Эффективность, %

	
	
	
	всего
	живые
	мертвые
	

	1
	Сумедазол
	1 %
	47
	0
	47
	100

	2
	Имидазол
	1 %
	52
	34
	18
	47,1

	3
	Альбендазол
	1 %
	38
	22
	16
	42,1

	4
	Сульфат меди
	1 %
	40
	20
	20
	50,0

	5
	Контроль
	1 %
	44
	44
	0
	0


Таблица 3

Результаты испытания сумедазола при мониезиозе овец

	№
	Наименование препаратов
	Доза мг/кг
	Общее кол-во животных
	Результаты
	Эффективность

	
	
	
	
	Кол-во 
леченых 
животных
	Общее кол-во мониезий в группе
	ЭЭ
	ИЭ

	1
	Сумедазол
	50
	4
	3
	12 (4,2,6)
	75
	66,6

	2
	Сумедазол
	100
	4
	4
	0
	100
	100

	3
	Сумедазол
	150
	4
	4
	0
	100
	100

	4
	Имидазол
	20
	4
	2
	10 (6,4)
	50
	55,5

	5
	Сульфат меди
	1 % р-р 30 мл
	4
	2
	11 (5,6)
	50
	61,1

	6
	Контроль
	-
	4
	0
	18 (6,4,5,3)
	-
	-


Формула изобретения
Применение соединения гексааквагексаимидазол сульфата меди (II) формулы [CuSО4 . 6C3H4N2 . 6H2О] в качестве анти-гельминтного средства для лечения и профилактики цестодозных инвазий у овец.
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