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ОСОБЛИВОСТІ ПЕРСИСТУВАННЯ 
БАГАТОКОМПОНЕНТНИХ СУМІШЕЙ ВІРУСУ ГРИПУ А 
В КУЛЬТУРІ КЛІТИН MDCK, СУПЕРІНФІКОВАНИХ 
ГЕТЕРОЛОГІЧНИМИ ШТАМАМИ ВІРУСУ ГРИПУ А

Показано спосіб формування персистентної інфекції вірусом грипу А в 
перещеплюваній культурі епітеліальних клітин собаки MDCK за умов су- 
перінфікування гетерологічним штамом вірусу грипу А. Процес персисту- 
вання має періодичний хвильовий характер динаміки накопичування віру­
су, зміни інфекційності та антигенної структури популяції. Вірус грипу, що 
був першим вхідним, не впливає на процес формування персистентної сис­
теми при суперінфікуванні гетерологічним вірусом, система стабілізується 
відповідно до типу вірусу, що був введений останнім.
Ключові слова: віруси грипу А, персистентні системи, суперінфікування.

Міжпопуляційні взаємовідносини збудник—хазяїн у міжепідемічно- 
му періоді в поєднанні з впливом на вірусну популяцію умов зовні­
шнього середовища обумовлюють вибір епідемічного штаму, доміную­
чого у наступному підйомі захворюваності грипом [1]. При зміні 
домінуючого варіанту в процесі мікроеволюції є проміжний етап «сво­
боди вибору», коли у гетерогенній популяції всі її частини присутні 
в приблизно однаковій кількості [2]. Процес персистування вірусу 
грипу в людській популяції призводить до різкого зростання ступеня 
його різноманітності [1, 3]. Етап «свободи вибору» має певне значення 
для вибору напрямку процесу мікроеволюції. В поєднанні з колектив­
ним імунітетом він є відповідальним за вибір штаму, що буде етіо­
логічним чинником наступних епідемій.

З 1977 року в південному регіоні України циркуляція вірусу гри­
пу А характеризувалась одночасною присутністю в епідпроцесі вірусів 
A/H1N1 і A/H2N3 [5, 6, 7]. Це створює умови для суперінфікування 
новим серопідтипом вірусу грипу А. Інший бік проблеми постає при 
рішенні питань про доцільність щеплення живими вакцинами з ура­
хуванням їхнього впливу на циркулюючі вірусні популяції [4].

Дослідження гострої інфекції різних вірусів грипу А і В у куль­
турі клітин провадилось досить регулярно [8], так само як і хроніч- 
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них (персистентных) моносистем різних штамів вірусу грипу А [9, 10] 
або С [11]- У роботах з персистуючими популяціями вірусів грипу А 
була показана можливість розподілу персистуючої популяції на її 
елементи [10, 11], але тривале вивчення персистуючої популяції віру­
сів грипу в змішаних системах з суперінфікуванням гетерологічними 
вірусами грипу А досі не провадилось.

В зв’язку з цим актуальним є вивчення особливостей персистуван- 
ня сумішей серотипів вірусу грипу А при суперінфікуванні їх гетеро- 
логічним штамом того ж серотипу вірусу в умовах відсутності селек­
тивного впливу зовнішнього середовища, а також істотних змін інших 
діючих факторів мікроеволюції.

Метою даної роботи було з’ясування напрямку домінування серо­
типів вірусу грипу А при введенні нового інфекційного вірусу до 
сформованої багатокомпонентної персистуючої системи в культурі 
клітин, що знаходиться в стані динамічної рівноваги (суперінфекція).

Матеріали і метоли
Матеріалом для дослідження були еталонні штами вірусу грипу 

H1N1 (H0N1) — A/WSN/33, /PR-8/34; H1N1 — A/FM-1/47, А/Прага/ 
1/83; H2N2 — А/Сінгапур/1/57; H3N2 — А/Гонконг/1/68, А/Вікто- 
рія/35/72, А/Порт Чалмерс/1/73, А/Техас/1/77, А/Філипіни/2/82, які 
отримані з музею ВНДІ грипу. Вони використовувались у вигляді 
алантоїсних вірусовміщуючих рідин і підтримувалися шляхом серій­
них пасажів у курячих ембріонах.

Багатокомпонентні персистентні системи створювали шляхом зара­
ження сформованого моношару культури клітин MDCK еталонними 
вірусами і їхніми сумішами в рівних кількостях: A/PR-8/34 (H1N1), 
А/Сінгапур/1/57 (H2N2), А/Гонконг/1/68 (H3N2). До стабільних сис­
тем, що вже мали 2—3 регулярних підйоми інфекційного титру пер- 
систуючих вірусів, вводили відмінний по антигенному складу серотип 
вірусу грипу А. Гетерологічне суперінфікування системи провадили 
на спаді інфекційного титру, при найбільшому ступені різноманітності 
персистуючої популяції. Інфікуюча доза вірусу грипу не перевищува­
ла 1 ЕІД50 кожного компоненту суміші на 1 клітину. Для визначення 
поверхневих антигенів вірусів грипу А використовували реакцію га­
льмування гемаглютинації (РГГА) та реакцію інгібування нейраміні- 
дазної активності (РІНА). Ступінь різноманітності (і) персистуючої 
популяції визначався за Одумом [2].

Результати лослілжень та їх обговорення
Для суперінфікування вірусом А/Сінгапур/1/57 підбирали персис­

тентні системи довгострокового існування, що були раніше інфіковані 
сумішшю вірусів грипу А/ PR-8/34 та А/Гонконг/1/68. Система-ре- 
ципієнт, що на момент суперінфікування існувала 371 день та прой­
шла 47 пасажів, знаходилася на спаді інфекційної активності та ви­

172



Особливості персистування вірусу грипу А в культурі клітин

ділення вірусу, мала значний ступінь різноманітності персистуючої 
популяції (і = 3,1953), в якій були присутні представники майже всіх 
серопідтипів вірусу грипу А.

Після суперінфікування вірусом грипу А/Сінгапур/1/57 у системі 
почалося характерне для формування персистентної системи падіння 
інфекційних титрів до 3,0 1g ЕІД50. Титр вірусу, що був введений 
останнім, також падав. Але згодом на позитивних піках інфекційно- 
сті (+пік) титри підіймались до початкових значень вірусу грипу А/ 
Сінгапур/1/57.

В цілому формування нової системи проходило за тим самим 
типом, що і в попередніх. Після початкового періоду дестабілізації 
почалися хвильові процеси підйому та спаду інфекційних титрів („+” 
та „-” піки) персистуючого вірусу з характерними змінами ступеня 
різноманітності, що показано у таблиці 1. Для цього процесу харак­
терним є зменшення ступеня різноманітності на „+” — піках (і = 
1,2702) та „-” — піках (і = 1,2359) інфекційності. В міжпікові пері­
оди ступінь різноманітності підвищується до і = 3,0006.

За порівняння циклів прояву інфекційності виявлено коефіцієнт 
кореляції середнього ступеня (0,3542), що підтверджує думку про 
наявність певної залежності між ступенем різноманітності серопідти­
пів вірусу грипу А в персистентній системі і періодом циклу коли­
вання інфекційності.

Таблиця 1

Період циклу коливання інфекційності Кількість 
циклів

Середні значення 
ступеня різноманітності

А - підвищення інфекційності 14 2,9277*+

В - „+” пік інфекційності 14 1,2702*+

С - зниження інфекційності 15 3,0006*+

D - пік інфекційності 15 1,2359*+

Ступінь різноманітності серопідтипів вірусу грипу А в періоди зміни 
інфекційності в персистентній системі MDCK + (A/PR-8/34 + А/ 

Гонконг/1/68) 371, що була суперінфікована А/Сінгапур/1/57
Примітка: * — різниця ступеня різноманітності серопідтипів вірусу грипу А у 
персистуючої популяції в А і В, В і С, С і D, А і D періодах зміни інфекційності 
вірогідна, Р< 0,001;
+ — різниця вірогідна при порівнянні ступеня різноманітності серопідтипів вірусу 
грипу А у персистуючої популяції в А, В, С і D періодах зміни інфекційності, 
Р< 0,001
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В таблиці 2 показано характер виділення штамів-аналогів основ­
них вірусів, що приймали участь у формуванні персистентної системи. 
З моносистеми, що не була суперінфікована, штам-аналог вірусу грипу 
А/Сінгапур/1/57 виділявся в кількості до 20,11%. Із другої, третьої 
та четвертої систем, що утримували інші персистуючі серопідтипи, 
штам-аналог А/Сінгапур/1/57 виділявся в менших кількостях 
(17,19%, 13,32% та 12,50% відповідно). Виділення цього штаму (як 
самого по собі, так і у складі варіантів, що не типувалися) відмічало­
ся протягом усього терміну спостереження в міжпікові періоди.

Системи 3 вхідним 
персистуванням Суперінфіку­

вання

Тябттттття 7.
Виділено штамів-аналогів, %

А/Сінгапур/1/57 
(H2N2)

A/PR/34 
(H1N1)

А/Гонконг/1/68 
(H3N2)

1. Моносистема 
А/Сінгапур/1/57 
(H2N2)

__ 20,11 4,97 5,68

2. A/PR-8/34 (H1N1) А/Сінгапур/1/57 17,19 7,66 6,07
3. А/Гонконг/1/68 
(H3N2)

А/Сінгапур/1/57 13,32 4,57 9,14

4. A/PR-8/34 + 
А/Гонконг/1/68
(H1N1 + H3N2)

А/Сінгапур/1/57 12,50 7,16 8,59

Виділення штамів-аналогів вірусу А/Сінгапур/1/57 з аналогічної 
моносистеми та систем, суперінфікованих цим вірусом

Вхідні для системи реципієнта віруси у всіх трьох випадках не 
мали великого значення в подальшому розвитку персистенції. Вони 
лише давали незначне підвищення кількості виділення аналогічних 
їм варіантів.

Слід відмітити, що як результат поділу персистуючої популяції з 
другої, третьої та четвертої систем постійно виділявся представник 
серопідтипу H1N1- штам-аналог вірусу грипу А/Прага/1/83 в дуже 
близьких кількостях (8,59%; 7,23% і 7,16% відповідно).

У всіх трьох системах спостерігався одноманітний характер виді­
лення варіантів, що не типуються та перехресно типуються зі зміною 
у районі третього інфекційного піку, та з наступним (починаючи з 
п’ятого - шостого піків) превалюванням тих варіантів, які типуються 
перехресно.

Таким чином, проведене нами дослідження показало наявність де­
яких спільних характеристик формування та розвитку персистуючих 
систем, що були суперінфіковані.

Усі досліджені персистентні системи, що були суперінфіковані віру­
сом грипу А/Сінгапур/1/57, мали: подібний характер становлення та 
формування персистенції; прояв хвильового процесу; зміни антигенно­
го складу на піках та спадах інфекційних титрів; прояв антигенного 
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складу в міжпікові періоди; перехрест у вилученні варіантів, що не 
типуються та перехресно типуються, з наступним превалюванням їх 
під час п’ятого - шостого піків інфекційних титрів.

Отримані результати відкривають можливість подальшого вивчення 
процесу персистування вірусів грипу як одного з вірогідних механіз­
мів збереження цього вірусу в популяції людини.

Висновки
1. У випадку суперінфікування стабільних тривало існуючих пер- 

систуючих систем гетерологічним для них вірусом А/Сінгапур/1/57 
(H2N2) формування і становлення систем є характерним для вірусу, 
введеного останнім, і є подібним до такого у відповідної моносистеми.

2. Основною ознакою формування нової персистуючої системи при 
суперінфікуванні є інший спосіб виділення вхідного вірусу, більш роз­
тягнутий період, протягом якого відбувається зміна рівня виділення 
антигенних варіантів, що перехресно типуються, у порівнянні з тими, 
що не типуються, і більш швидка стабілізація персистуючої системи.

3. Персистенція призводить до розподілу популяції на складові 
частини з виділенням мінорних компонентів.
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ОСОБЕННОСТИ ПЕРСИСТИРОВАНИЯ МНОГОКОМПОНЕНТНЫХ 
СМЕСЕЙ ВИРУСА ГРИППА А В КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК MDCK, 
СУПЕРИНФИЦИРОВАННЫХ ГЕТЕРОЛОГИЧНЫМИ ШТАММАМИ 
ВИРУСА ГРИППА А
Резюме
Показан способ формирования персистентной инфекции вирусом гриппа А в 

культуре клеток МДСК при суперинфицировании гетерологичным штаммом ви­
руса гриппа. Процесс персистирования носит периодичный колебательный харак­
тер динамики накопления ГА, изменения инфекционности и антигенной структу­
ры популяции. Вирус гриппа, первоначально использованный для формирования 
системы-реципиента, не влияет на процесс формирования персистентной системы, 
при суперинфицировании гетерологичным вирусом система стабилизируется по 
его типу. Персистенция разделяет персистирующие популяции, которые при боль­
ших сроках существования приобретают очень близкий по антигенному составу 
вид.

Ключевые слова: вирус гриппа А, персистентные системы, суперинфицирова­
ние.
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MULTICOMPONENT A VIRUS INFLUENZA MIXTURE
PERSISTENCE IN MDCK CELL CULTURE, SUPERINFECTED BY 
HETEROLOGICAL STRAINS OF A VIRUS INFLUENZA
Summary
The mode of A virus influenza persistence forming and stabilization in MDCK cell 

culture in case of superinfection by heterological serotype of А virus influenza is 
shown. The process has periodical character of HA/infectivity/antigen structure 
dynamics, which was very much alike either in case of mono-infection or in case of 
superinfection by the same A virus influenza serotype. The initial infecting influenza 
virus of recipient-system doesn’t influence the process,the persistent infection forming 
has the mode of superinfectant. The persistence divides the persisting population, which 
has very alike antigenic mode on long-lasting terms for all serotypes of human A 
viruses influenza.

Key words: А virus influenza, persistent systems, superinfection.
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