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Аннотация 
Отсутствие эффективных вакцин, позволяющих предотвратить 

распространение инфекционной анемии лошадей вынуждает применить 
методы, основанные на ранней диагностике, изоляции и выбраковке 
зараженных животных. Поэтому разработка высокочувствительной и 
специфичной тест-системы, произведенной из циркулирующих штаммов 
вируса ИНАН, является одним из главных аспектов диагностической 
ценности диагностикумов. С этой целью, контроль биологической 
активности вируса ИНАН позволит определить свойства вируса при 
стационарном и суспензионном культивировании в биореакторе, и наметить 
дальнейшие пути интенсификации массового производства с увеличением 
экономической эффективности, при минимизации затрат. Выводы 
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исследовательской работы позволяют определить наиболее эффективный 
метод культивирования вируса, определить его биологическую активность 
для производства тест-системы, а также позволит производить препарат со 
стандартизированными свойствами. 
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биореактор; тест-система; культура клеток; вирус; диагностика. 
 
Введение 
Инфекционная анемия (ИНАН) лошадей до настоящего времени стоит 

в ряду 
важнейших теоретических и 

практических проблем 
ветеринарной вирусологии. 
Согласно принятой классификации 
возбудителем заболевания является 
РНК-содержащий вирус 
подсемейства Lentivirus семейства 
Retroviridae [1]. Диагноз ИНАН не 
может быть надежно поставлен на 
основании клинических данных, 
отдельных признаков или 
патологических изменений. 
Зараженные животные проявляют 
типичную виремию, которая 
сопровождается анемией, 
лихорадкой, отеками, 
тромбоцитопенией и потерей веса 
[2]. Из-за серьезного вреда для 
коневодческой отрасли, ИНАН 
считается одним из 13 заболеваний 
обязательно требуемых отчетов по 
болезням лошадей, перечисленных 
Международным 
эпизоотологическим бюро (МЭБ) 
[3]. Поэтому одной из ключевых 
мер профилактики передачи 
инфекции ИНАН является 
своевременное выявление и 
изоляция зараженных лошадей [4]. 
В соответствии с Всемирной 
организацией по охране здоровья 
животных, реакция диффузной 
преципитации является 
эффективным инструментом для 

выявления специфических антител 
к возбудителю ИНАН на основе 
иммунореакции антигена и антител 
[5]. Даже несмотря на то, что 
потенциальное быстрое 
распространение ИНАН было 
недавно исследовано [6], ИНАН все 
еще является широко 
встречающимся заболеванием [7]. 
Вирус ИНАН циркулирует 
преимущественно в теплых и 
влажных регионах [8], а также  
остается особенно важной для 
целей международной торговли и 
для тех стран, которые 
осуществляют региональные или 
национальные программы 
контроля. В Италии в 2006 г. был 
принят национальный план 
эпиднадзора и контроля с 
серологическим тестированием 
целевой популяции, когда 
серопозитивные непарнокопытные 
либо забивают, либо помещают под 
специальные ветеринарные 
ограничения [9]. 

В Республике Казахстан, 
регулярно встречаются вспышки 
ИНАН, как например 12.08.2021 г. 
из 50 исследованных проб 
сывороток крови, у 18 лошадей 
подтвердился диагноз ИНАН, 
инфицированные лошади были 
направлены на санитарный убой 



[10]. В РК мероприятия по 
профилактике инфекционной 
анемии лошадей, осуществляемые 
на территории ветеринарно-
санитарного благополучия 
осуществляются методами 
карантинирования новоприбывших 
животных до введения в общее 
стадо. Диагноз на инфекционную 
анемию лошадей устанавливают на 
основании клинических и 
патологоанатомических признаков, 
эпизоотологических данных и 
результатов лабораторных 
исследований. 

Основным вопросом 
исследования является сравнение 
стационарного и суспензионного 
методов культивирования вируса 
ИНАН, с определением 
биологической активности методом 
титрования. 

Тест-система для 
диагностики ИНАН 

основывающейся на применении 
антигена, полученного из 
циркулирующего местного 
штамма, будет иметь высокую 
чувствительность и специфичность. 
И определение наиболее 
эффективного метода 
культивирования позволит 
обеспечить производство в 
соответствии с международными 
стандартами GMP (Good 
Manufacturing Practice - правила 
надлежащего производства). 

Новизна работы связана с 
тем, что впервые исследована 
биологическая активность вируса 
ИНАН при суспензионном 
культивировании, что способствует 
более глубоко вникнуть в суть 
материального и энергетического 
обмена между средой и клеткой, 
прогнозировать этот обмен и 
наметить пути интенсификации 
промышленного производства. 

Материалы и методы 
Работа выполнена в период с сентября по ноябрь 2021 года, в 
лаборатории «Вирусология» 

ТОО Научно-производственного 
предприятия «Антиген», и на 
кафедре «Биологическая 
безопасность» Казахского 
национального аграрного 
исследовательского университета. 

Вирус 
Вирус инфекционной анемии 

лошадей К-ИНАН, выделенный из 
патологического материала органов 
зараженных лошадей, обладающий 
типичными свойствами вируса 
инфекционной анемии, 
адаптированный для стационарного 
и суспензионного 
культивирования. Цитопатогенное 
действие представлено 
округлением и шелушением 

клеток, что при стационарном 
культивировании вызывает 
отделением монослоя клеток. При 
суспензионном культивировании 
наблюдается общее падение 
концентрации жизнеспособных 
клеток. 

Культура клеток 
Перевиваемая культура 

клеток E. Derm, представлена 
лабораторией «Культура клеток» 
ТОО Научно-производственного 
предприятия «Антиген». По 
морфологии относится к группе 
клеток - фибробластам. При 
стационарном культивировании 
индекс пролиферации клеток 
варьируется от 5,31 до 5,71, 
монослой клеток формируется на 2-



3 сутки. При суспензионном 
культивировании индекс 
пролиферации клеток варьируется 
от 5,55 до 6,03.  

Питательная среда 
Клетки E. Derm стационарно 

и суспензионно культивировались с 
использованием среды Dulbecco’s 
Modified Eagle’s medium (DMEM) 
(Gibco, Life technologies, USA), с 
добавлением 5%-ной фетальной 
сыворотки крупного рогатого скота 
(FBS) (Gibco, Life technologies, 
USA), без антибиотиков. С 
последующей сменой на 
питательную среду с добавлением 
1%-ной фетальной сыворотки КРС. 

Стационарное 
культивирование 

В стеклянных культуральных 
матрасах Т-25, при температуре 
37оС в СО2 термостате, в течение 
48-72 часов. Контроль уровня 
цитопатогенного действия 
проводился ежедневно. 

Суспензионное 
культивирование 

В стеклянном биореакторе 
(Bailun Bio-Technology Co., Ltd., 
China) трехлопастной, рабочий 

объем 12 литров, с 
автоматическими системами 
регулировки температуры, рН, 
растворенного кислорода (DO), а 
также системами подачи 
углекислого газа, азота и 
кислорода, при температуре 37оС, 
скорость перемешивания 80 
оборотов в минуту. 

Контроль биологической 
активности  

Контроль биологической 
активности вируса К-ИНАН 
инфекционной анемии лошадей 
проводилось методом 
последовательного титрования на 
культуре клеток E. Derm по методу 
Рида и Менча [11]. В 
полистироловые панели вносили 
100 мкл клеточной суспензии, в 
первый ряд вносили по 25 мкл 
вируса и раститровывали. 
Титрование проводили 5-ти 
кратным шагом. Панели 
инкубировали при 37оС в СО2 
инкубаторе до появления 
признаков ЦПД. 
Микроскопирование и учет 
проводился ежедневно. 

 
Результаты 
Титрование 
С целью определения 

наиболее эффективного метода 
культивирования штамма К-ИНАН, 
необходимо определить его 
инфекционную активность. 
Вирусная масса накопленная в 
результате различных видов 
культивирования, как например 
традиционный метод – 
стационарный, и современный – 
суспензионный. Каждый из 
методов обладает своими плюсами 
и минусами, но в условиях 

промышленного производства, с 
целью уменьшения затрат и 
получения максимального выхода 
вирусной массы, суспензионное 
культивирование является одним из 
мощнейших инструментов, 
позволяющий применить 
автоматизацию процесса вместе с 
культуральными и 
вирусологическими методами. 
Производство культуральных 
диагностических тест-систем 
связано на первом этапе с 



культивированием культуры 
клеток, и последующим его 
заражением, при стационарном 
культивировании клетки 
ограничены предоставленной 
площадью, в то время как при 
суспензионном культивировании 
клетки ничем не ограничены, при 
этом имеют постоянный доступ к 
питательной среде, и условиям 
поддержания оптимальных 

параметров рН и растворенного 
кислорода. 

Титрование на культуре 
клеток является одним из 
классических методов, 
позволяющий достаточно точно 
установить инфекционную 
активность вируса. Титрование 
проводилось согласно описанному 
методу последовательного 
титрования как показано на 
рисунку 1. 

 

 
Рисунок 1 – титрование вируса ИНАН 

Титрование проводилось по 4 
пробирки на каждое разведение от 
10-1 до 10-7, в двух повторностях, 
что позволит достаточно точно 
определить биологическую 
активность вируса ИНАН. 

Учет цитопатогенного 
действия 

Учет цитопатогенного 
действия велся при ежедневном 
микроскопировании, как показано 
на рисунке 2, где можно сравнить 
контрольную не зараженную 
культуру клеток без признаков 
ЦПД, и зараженную культуру 
клеток с явными признаками ЦПД, 
округления и шелушения клеток. 



 
 

а б 
Рисунок 2 - Культура клеток E.Derm 
а - Контрольная, не зараженная 

б - Зараженная вирусом ИНАН с признаками ЦПД 
 

Как показано в таблице 1, 
цитопатогенное действие 
вируссодержащего материала 
полученного при стационарном 
культивировании при разведении 
вируса 10-1 проявилось через 12 
часов, ЦПД при разведении 10-2 
проявилось еще через 12 часов, 
дальнейшая динамика сохранялась 
при тех же темпах, и ЦПД при 
разведении 10-6 проявилось уже 
через 72 после титрования, ЦПД в 
следующих разведениях не 
наблюдалось. Титр вируса 
выраженный в тканевых 
культуральных инфекционных 
дозах lg ТЦД50/см3 составил 6,5, что 
при перерасчете на антилогарифм 
составляет более 4 млн. вирусных 
частиц на миллилитр. 

Цитопатогенное действие 
вируссодержащего материала 
полученного при суспензионном 

культивировании при разведении 
вируса 10-1 проявлялось уже через 
12 часов, ЦПД при разведении 10-2 
проявилось еще через 12 часов, 
дальнейшая динамика сохранялась 
при тех же темпах, и ЦПД при 
разведении 10-7 проявилось в трех 
из четырех лунок уже через 84 
после титрования, ЦПД в четвертой 
лунке не наблюдалось. Титр вируса 
выраженный в тканевых 
культуральных инфекционных 
дозах lg ТЦД50/см3 составил 7,25, 
что при перерасчете на 
антилогарифм составляет более 30 
млн. вирусных частиц на см3. 

В качестве контроля 
использовался лиофилизированный 
препарат штамма К-ИНАН вируса 
инфекционной анемии, с известной 
активностью, которая составляет 
6,5 lg ТЦД50/см3. 

 
Таблица 1. Результаты титрования штамма К-ИНАН. 

№ 
н/н 

Наименование 
исследуемого 
материала 

Разведение исследуемого материала Титр 
исследуемог
о материала 
lg ТЦД50/см3 

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 



1 Образец-1  
Вируссодержа
щий материал 
при 
стационарном 
культивирова
нии 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

- - 
- - 6,5 

2 Образец-1  
Вируссодержа
щий материал 
при 
суспензионно
м 
культивирова
нии 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ - 7,25 

Контрольный 
штамм К-ИНАН 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + 

- - 
- - 6,5 

 
Согласно полученным 

результатам, суспензионное 
культивирование является одним из 
мощных инструментов 
современного производства, и 
имеет неоспоримые преимущества, 
связанные с аспектами накопления 
клеток, сохранения 
чувствительности клеток к 
соответствующему вирусу, и 
итоговый выход вирусной массы. 
Как например, при суспензионном 

культивировнии можно 
контролировать и управлять 
параметрами температуры, уровня 
растворенного кислорода, рН, 
сохраняя при этом высокий 
уровень биологической 
безопасности персонала, без рисков 
микробной или грибковой 
контаминации, увеличивая 
экономическую эффективность 
производства.  

 
Обсуждение 

Известно, что благодаря простоте и 
надежности, стационарное 
культивирование в бутылях 
некоторые процессы 
вирусологического производства 
все еще полагаются на этот метод 
культивирования [12], а также 
несет относительно высокий риск 
бактериальной или грибковой 
контаминации при 
культивировании и заражении 
клеток, но с другой стороны, по 
сравнению с биореакторами, 
стационарным системам 

необходимы более низкий уровень 
квалификации оператора и более 
низкие инвестиционные затраты, 
что делает их внедрение в больших 
масштабах по-прежнему 
доступным и 
конкурентоспособным вариантом 
для производителей с меньшей 
сложностью оборудования [13]. В 
свою очередь суспензионное 
культивирование не обладает этими 
недостатками, а также имеет свои 
значительными преимущества, как 
например предоставление 



идеальных условий для каждой 
клетки, в том числе температура, 
рН, концентрация растворенного 
кислорода и др. Получение 
высокой концентрации вируса при 
суспензионном культивировании 
является одним из путей 
промышленного производства 
диагностических тест-систем [14]. 
В исследовании Chuzo Ushim, пик 
биологической активности изолята 
вируса ИНАН составлял от 104,5 до 
106 TCID/см3 через 48 - 72 часа 
культивирования, что 
соответствует полученным нами 
результатам стационарного 
культивирования [15]. Разработка 
тест-системы для диагностики 

инфекционной анемии 
основывается на применении 
адаптированной к культуре клеток 
вируса, выделенного из 
циркулирующих штаммов, и 
получение высоких концентраций 
вируса позволит 
интенсифицировать процесс 
производства, и имея точные 
данные о биологической 
активности вируса инфекционной 
анемии позволяет наметить пути 
дальнейших исследований, 
направленных в первую очередь на 
получение специфических 
позитивных сывороток, и 
отработки режимов 
гипериммунизации.  

 
Заключение 
Биологическая активность вируса ИНАН при стационарном методе 

культивирования составил 6,5 lg ТЦД50/см3, что соответствует концентрации 
более 4 млн. вирусных частиц в 1 см3. При суспензионном методе 
культивирования биологическая активность составила 7,25 lg ТЦД50/см3, что 
соответствует концентрации более 30 млн. вирусных частиц в 1 см3. 
Результаты исследований говорят о более высокой эффективности 
суспензионного культивирования. 

Информация о финансировании 
Исследования проведены в рамках реализации программно-целевого 

финансирования по научным, научно-техническим программам на 2021-2023 
годы, Министерства сельского хозяйства Республики Казахстан, ИРН 
BR10764975 «Разработать и предложить для производства средства и методы 
диагностики, профилактики болезней, терапии инфицированных животных и 
обеззараживания почвенных сибиреязвенных очагов». 
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Түйін 
Жылқылардың жұқпалы анемиясының таралуын болдырмайтын тиімді 

вакциналардың болмауы жұқтырған жануарларды ерте диагностикалауға, 
оқшаулауға және қабылдамауға негізделген әдістерді қолдануға мәжбүр 
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етеді. Сондықтан ИНАН вирусының айналымдағы штамдарынан алынған 
жоғары сезімтал және нақты тест жүйесінің дамуы диагностикалық 
құндылықтың негізгі аспектілерінің бірі болып табылады. Осы мақсатта 
ИНАН вирусының биологиялық белсенділігін бақылау биореакторда 
стационарлық және суспензиялық өсіру кезінде вирустың қасиеттерін 
анықтауға және шығындарды азайту кезінде экономикалық тиімділікті 
арттыра отырып, жаппай өндірісті қарқындатудың одан әрі жолдарын 
белгілеуге мүмкіндік береді. Зерттеу жұмысының қорытындылары вирусты 
культивациялаудың ең тиімді әдісін анықтауға, тест-жүйені өндіру үшін 
оның биологиялық белсенділігін анықтауға мүмкіндік береді, сондай-ақ 
болашақта стандартты қасиеттері бар препарат шығаруға мүмкіндік береді. 

Кілт сөздер: жылқылардың инфекциялық анемиясы; өсіру; биореактор; 
тест жүйесі; жасуша өсіндісі; вирус; диагностикалау. 
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The lack of effective vaccines to prevent the spread of infectious anemia in 
horses forces the use of methods based on early diagnosis, isolation and culling of 
infected animals. Therefore, the development of a highly sensitive and specific test 
system made from circulating strains of EIA virus is one of the main aspects of 
diagnostic value. To this end, monitoring the biological activity of the EIA virus 
will allow to determine the properties of the virus during stationary and suspension 
cultivation in a bioreactor, and to outline further ways to intensify mass production 
with increased economic efficiency while minimizing costs. The conclusions of the 
research work allow us to determine the most effective method of virus cultivation, 
determine its biological activity for the production of a test system, and also in the 
future will allow the production of a drug with standard properties. 

Key words: equine infectious anemia; cultivation; bioreactor; test system; 
cell culture; virus; diagnostics. 
 


