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Резюме
Введение. Заболевания человека, вызываемые вирусами Западного Нила (ВЗН) и Зика и передающиеся 
через укус комара, широко распространены на разных континентах и обусловливают крупные вспышки. 
Ареалы этих вирусов перекрываются, что создает возможность возникновения микст-инфекций. Знания о 
подобных микст-инфекциях ограничены.
Цель исследования. Провести изучение особенностей протекания микст-инфекции ВЗН и вируса Зика 
in vitro и in vivo с целью оценки их возможной интерференции и/или усиления инфекции. 
Материалы и методы. В работе использовали штаммы Влг27924 и MR766 ВЗН и вируса Зика соответ-
ственно. Инфекционную активность вирусов при моно- и коинфицировании определяли на культуре клеток 
Vero E6 с помощью полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией, а также на мышах линии 
BALB/c. 
Результаты. При исследовании коинфицирования ВЗН и вирусом Зика in vitro показано, что совместное 
инфицирование приводит к интерференции, при этом степень конкурентного ингибирования репликации 
более выражена в отношении вируса Зика (в 1000 раз и более) при сравнении с моноинфекцией. При од-
новременном инфицировании мышей вирус Зика не влияет на развитие летальной инфекции, вызванной 
ВЗН. Однако предварительное (за 4 и 20 сут) инфицирование сублетальной дозой вируса Зика достоверно 
защищает животных от последующего введения 10 и 100 ЛД50 ВЗН. У предварительно инфицированных 
вирусом Зика коинфицированных животных зарегистрировано появление специфичных к ВЗН вирусней-
трализующих антител в более высоком титре, чем у моноинфицированных ВЗН особей. 
Заключение. Показано наличие интерференции in vitro между исследованными ортофлавивирусами, наи-
более выраженной в отношении вируса Зика. При одновременном инфицировании мышей вирус Зика не 
влияет на течение и исход инфекционного процесса, вызванного ВЗН. Предварительное инфицирование 
мышей вирусом Зика обеспечивает защиту животных от летальной инфекции ВЗН, праймируя индукцию 
более высокого уровня вируснейтрализующих антител. 
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Abstract
Introduction. Mosquito-borne human diseases caused by Zika virus and West Nile virus (WNV) are widespread 
across multiple continents and cause major outbreaks. Their ranges overlap and the possibility of mixed infections 
is obvious. The information of such mixed infections is limited. 
The aim of the study is to investigate the features of mixed infection of WNV and Zika virus in vitro and in vivo in 
order to assess their possible interference and/or enhancement of viral infection. 
Materials and methods. The study used West Nile virus and Zika virus strains Vlg27924 and MR766, respectively. 
The infectious activity of viruses during mono- and co-infection was determined on Vero E6 cell culture using RT-
PCR, as well as on BALB/c mice using various administration schemes.
Results. In vitro studies of co-infection with WNV and Zika virus showed that co-infection leads to interference, 
with the degree of competitive inhibition of replication being more pronounced for Zika virus, reaching 1000 times 
or more when compared to mono-infection. During simultaneous infection in mice, Zika virus does not affect the 
development of lethal infection caused by WNV. However, preliminary (4 and 20 days) infection with a sublethal 
dose of Zika virus reliably protects animals from subsequent administration of 10 and 100 LD50 WNV, respectively. In 
pre-infected and co-infected animals with Zika virus, the development of WNV-specific viral neutralizing antibodies 
was recorded in higher titers than in WNV monoinfected animals. 
Conclusion. The presence of in vitro interference between the studied orthoflaviviruses was shown, most 
pronounced in relation to the Zika virus. No significant effect was observed with simultaneous co-infection in vivo. 
However, pre-infection of mice with Zika virus provides protection to animals from lethal WNV infection due to the 
induction of high levels of antibodies that specifically neutralize its infectious activity.
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Введение

Многие РНК-содержащие ортофлавивирусы, отно-
сящиеся к семейству Flaviviridae (Riboviria; Orthor-
navirae; Kitrinoviricota; Flasuviricetes; Amarillovirale; 
Flaviviridae; Orthoflavivirus), вызывают тяжелые за-
болевания человека [1]. В настоящее время ортофла-
вивирусы распространены практически повсеместно, 
формируют природные очаги инфекций, захватываю-
щие подчас целые регионы и континенты, и вызыва-
ют глобальные вспышки заболеваний человека [2, 3]. 
Принято выделять так называемые большие флавиви-
русные инфекции, которые вызывают вирусы денге, 
японского энцефалита, Западного Нила (ВЗН), желтой 
лихорадки и Зика и с которыми ассоциируется десят-

ки миллионов случаев инфицирования человека  [4]. 
Начало глобальной вспышки лихорадки Западного 
Нила, ассоциированной с генотипом 1а ВЗН, связы-
вают со вспышками заболевания в 1999 г. в США 
и России [5]. В течение последующих нескольких лет 
эта инфекция распространилась практически на всех 
континентах [6–8]. Быстрое распространение инфек-
ции было связано c различными видами диких птиц 
и комарами рода Culex (Linnaeus, 1758). В РФ посто-
янно циркулируют ВЗН 1-го и 2-го генотипов в цен-
тральной и южной европейской части России, на юге 
Западной Сибири и в Дальневосточном регионе [6, 7]. 
Комары Culex pipiens, так же как C. tarsalis и C. Quin-
quefasciatus, считаются основными векторами для 
распространения ВЗН в разных регионах мира. 
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Первоначально вирус Зика был выделен в Уган-
де в 1947 г. и был ассоциирован с комарами рода 
Aedes  [9]. Позднее его циркуляция была описана 
в странах бассейна Индийского океана, и в 1966 г. был 
выделен азиатский генотип вируса Зика [10]. Факти-
чески повсеместное распространение лихорадки Зика 
началось в 2007 г., и в 2015–2016 гг. заболевание ста-
ли регистрировать в странах Центральной и Южной 
Америки. К концу 2023 г. эта инфекция была зареги-
стрирована более чем в 92 странах, не считая стран, 
включая Россию, в которых были выявлены завозные 
случаи заболевания. Принципиальным вектором для 
распространения лихорадки Зика считаются комары 
Aedes aegypti и Ae. albopictus, однако и другие комары 
рода Aedes могут вовлекаться в распространение ви-
руса Зика [10].   

Ортофлавивирусы, как и другие возбудители ар-
бовирусных инфекций, передаются через укусы ко-
маров, которые могут быть заражены сразу несколь-
кими видами патогенов [11]. Так, комары Ae. aegypti 
и Ae. albopictus были одновременно эксперименталь-
но инфицированы вирусами Зика, денге и чикунгу-
нья [12]. Известны случаи микст-инфекций Зика/чи-
кунгунья, Зика/денге, денге/чикунгунья, Зика/денге/
чикунгунья у  человека, ассоциированных с комара-
ми  [13–17]. Клиническая картина микст-инфекций, 
вызываемых ортофлавивирусами, может отличаться 
от моноинфекций, что затрудняет их диагностику 
и лечение. Важно отметить, что для ряда микст-ин-
фекций характерно модулирование вирулентности 
вирусов, что может приводить к усилению (ослабле-
нию) тяжести заболевания  [18, 19]. Так, последова-
тельное инфицирование различными субтипами ви-
руса денге может вызывать резкое усиление тяжести 
заболевания человека, вплоть до летальных случа-
ев [20]. Этот феномен обычно связывают с действием 
предсуществующих антител к другому субтипу виру-
са денге, что вызывает усиление тяжести повторного 
заболевания лихорадкой денге у человека. 

Важность проблемы микст-инфекций обусловлена 
сложностью профилактики, диагностики и лечения по-
добных случаев. При этом информации о возникнове-
нии, особенностях протекания микст-инфекций и их по-
следствиях в разных регионах мира недостаточно [21]. 

Целью настоящей работы является эксперимен-
тальное исследование особенностей протекания 
микст-инфекции ВЗН и вируса Зика in vitro и in vivo. 

Материалы и методы
В экспериментах использовали ВЗН (штамм 

Влг27924) и вирус Зика (штамм MR766), полученные 
из Государственной коллекции возбудителей вирусных 
инфекций и риккетсиозов ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор». 
Вирусы культивировали на монослойных клеточных 
культурах Vero E6 и СПЭВ (культура клеток почеч-
ной ткани эмбриона свиньи), выращенных до обра-
зования 80‒90% конфлюэнтности в среде DMEM F12 
(Gibco, США), содержащей 10% фетальной бычьей 
сыворотки (Gibco, США), пенициллина 100 МЕ/мл 
и стрептомицина 100 мкг/мл (Gibco, США), в атмос-

фере с 5% CO2 при температуре 37 °С. Инфекционную 
активность вирусных препаратов определяли титрова-
нием микрометодом на 96-луночных культуральных 
планшетах (Greiner, Австрия) с субконфлюэнтным 
монослоем клеток, как описано ранее [22, 23]. Учет 
результатов проводили с помощью микроскопии че-
рез 6 сут по развитию ЦПД (цитопатогенного дей-
ствия) и/или с использованием МТТ-теста. Расчет ин-
фекционных титров вирусов осуществляли по методу 
Спирмена‒Кербера и выражали через lg ТЦД50 (50% 
тканевая цитопатогенная доза). Вирусные препараты 
хранили при температуре −80 °C. 

Исследование эффектов коинфицирования in vitro 
проводили с использованием клеток Vero E6 при од-
новременном и последовательном (с различной оче-
редностью) инфицировании клеточных культур ВЗН 
и вирусом Зика. Инфицированные клеточные куль-
туры (по три повтора на экспериментальную точку) 
в  24-луночных культуральных планшетах (Greiner, 
Австрия) инкубировали при 37 °C в CO2-инкубаторе; 
через разный период времени отбирали пробы для 
определения вирусной нагрузки с помощью полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) с обратной транскрип-
цией (ОТ-ПЦР), как описано нами ранее [24]. В каче-
стве контролей использовали моноинфицированные 
клеточные культуры. РНК из образцов извлекали 
с  использованием набора РНК Рибо-ПРЕП (ФБУН 
ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Москва). Для определе-
ния вирусных РНК применяли наборы реагентов для 
выявления РНК ВЗН и вируса Зика (ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор», Кольцово, Новосибирская обл.) методом 
ОТ-ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детек-
цией в режиме реального времени, используя прайме-
ры, специфичные к 3’-UTR и гену NS5 соответственно. 
Контроль специфичности осуществляли с использова-
нием вирусных суспензий содержащих 106 ТЦД50/мл  
ВЗН либо вируса Зика. Отсутствие значимого вли-
яния одного вируса на количественность детекции 
другого в смеси подтверждено модельным экспери-
ментом (рис. S1, дополнительные материалы). Реги
страцию результатов проводили с помощью прибора 
CFX 96 (Bio-Rad, США). Стандартные кривые были 
получены с помощью 10-кратного серийного разбав
ления образцов внутреннего положительного контро
ля (IPCS), поставляемых с соответствующим набором 
для ПЦР (от 106 до 0,1 копий/реакция). Значения Ct 
образцов были получены по двум флуоресцентным 
каналам, для вирусной кДНК и для IPCS. Значения Ct 
вирусной кДНК были масштабированы относительно 
значений Ct IPCS [25].

Инфицирование мышей BALB/c массой 10–12  г 
осуществляли посредством интраперитонеального 
введения 200 мкл вируссодержащей суспензии, кон-
трольным животным вводили аналогичный объем 
физиологического раствора. При исследовании сме-
шанного инфицирования использовали следующие 
экспериментальные схемы: моноинфицирование 
животных вирусом Зика и ВЗН; одновременное вве-
дение вируса Зика и ВЗН; последовательное введе-
ние (вирус Зика и через 4 сут ВЗН; вирус Зика и че-
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рез 20 сут ВЗН). В качестве групп сравнения исполь-
зовали моноинфицированных ВЗН или вирусом Зика 
животных. В течение эксперимента состояние живот-
ных оценивали ежедневно. Животные содержались 
однополыми группами в индивидуально вентилируе-
мых клетках (Animal Care Systems) в контролируемых 
условиях, при температуре 22–26 °C и относительной 
влажности 30–60%. Гранулированный корм и вода 
животным предоставлялись ad libitum. 

Реакцию нейтрализации (РН) ВЗН или вируса Зи-
ка проводили микрометодом на клетках Vero E6 с ис-
пользованием двукратных серийных разведений (на-
чиная с 1 : 10) индивидуальных мышиных сывороток, 
прогретых при 56 °С в течение 30 мин [26]. За титры 
вируснейтрализующих антител принимали обратные 
величины разведения сывороток, полностью нейтра-
лизующие инфекционную активность ВЗН или виру-
са Зика в дозе 50 ТЦД50. 

Статистический анализ, включая расчет среднего 
значения, стандартного отклонения и коэффициента 
вариации среднего значения Ct, выполняли с помощью 
программы Excel (Microsoft Corp., США). Также ста-
тистическую обработку данных осуществляли с помо-
щью статистической программы Statistica 12 (StatSoft 
Inc., США). Статистическую оценку различий между 
группами проводили с использованием t-критерия 
Стьюдента; значение p<0,05 считали значимым.

Эксперименты с инфекционным материалом прово-
дили в соответствии с требованиями правил биобезо-
пасности, регламентированных в  СанПиН 3.3686-21 
«Санитарно-эпидемиологические требования по про-
филактике инфекционных болезней» от 28.01.2021. 
Инфицирование мышей ВЗН и вирусом Зика и все 
манипуляции с ними проводили в инфекционном ви-
варии ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора 
в условиях BSL-3.

Авторы подтверждают соблюдение институцио
нальных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии 
с Consensus Author Guidelines for Animal Use (IAVES,  
23.07.2010). Эксперименты с животными проводи-
ли с соблюдением принципов гуманности в соот-
ветствии с протоколом, утвержденным Биоэтиче-
ским комитетом ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» (Протокол 
№ 2 от 03.04.2023).

Результаты
Микст-инфекция in vitro. Репликационную ак-

тивность вирусов in vitro при микст-инфицировании 
в сравнении с моноинфицированием оценивали по-
средством определения вирусной нагрузки с помо-
щью количественного ПЦР-анализа (табл. 1). Одно-
временное инфицирование приводило к выражен-
ному ингибированию репликации вируса Зика, при 
отсутствии выраженного влияния коинфекции на 
накопление инфекционного ВЗН в инфицированных 
клетках (табл. 1 а). Последовательное инфицирование 
приводило к конкурентному ингибированию инфек-
ционной активности вирусов, при этом степень кон-
курентного ингибирования существенно была более 

выражена для вируса Зика (табл. 1 б). Так, вирусная 
нагрузка вирусом Зика в клетках, предварительно ин-
фицированных ВЗН и через 24 ч вирусом Зика, была 
более чем на 3 порядка ниже, чем в соответствующих 
моноинфицированных вирусом Зика клетках. В  об-
ратных экспериментах отличия в вирусной нагрузке 
ВЗН в микст-инфицированных и моноинфицирован-
ных ВЗН клетках не превышали 1,5 lg. 

Микст-инфекция in vivo. Коинфекцию ВЗН и ви-
русом Зика моделировали при одновременном и по-
следовательном инфицировании мышей разными до-
зами вирусов (вирус Зика и через 4 сут ВЗН; вирус 
Зика и через 20 сут ВЗН). Как видно из результатов, 
представленных на рис. 1, инфицирование вирусом 
Зика (104 ТЦД50/мышь) не вызывало развитие ле-
тальной инфекции, а при наблюдении за животными 
не отмечалось видимых клинических проявлений ви-
русной инфекции. Напротив, инфицирование мышей 
ВЗН в дозе 103 ТЦД50 приводило к гибели 90% мышей 
с  развитием клинических проявлений нейроинфек-
ции. При смешанном одновременном инфицирова-
нии двумя вирусами вирус Зика не влиял значимым 
образом на течение и исход инфекционного про-
цесса, вызванного ВЗН. В то же время при предва-
рительном инфицировании животных вирусом Зика 
(за 4 сут до инфицирования ВЗН) отмечалось выжи-
вание 80% мышей, инфицированных 10 ЛД50 ВЗН. 

На рис. 2 приведены результаты инфицирования 
мышей BALB/c через 20 сут после предварительного 
инфицирования вирусом Зика в дозе 104 ТЦД50/мышь. 
Обнаружена 100 и 90% защита предварительно инфи-
цированных вирусом Зика животных от последующе-
го заражения дозами 10 и 100 ЛД50 ВЗН соответствен-
но. Эти данные свидетельствуют о том, что предвари-
тельное инфицирование вирусом Зика обеспечивает 
выраженную защиту животных от последующего ин-
фицирования летальными дозами ВЗН.

Индукция вируснейтрализующих антител у мы-
шей BALB/c. Индивидуальные сыворотки крови экс-
периментальных животных были тестированы на на-
личие вируснейтрализующих антител (табл. 2). Сы-
воротки мышей, инфицированные вирусом Зика либо 
ВЗН, нейтрализовали только гомологичные вирусы. 
Однако после заражения ВЗН сыворотки животных, 
предварительно инфицированных вирусом Зика, 
были способны нейтрализовать как вирус Зика, так 
и ВЗН. При этом титры вируснейтрализующих анти-
тел в  сыворотках, предварительно инфицированных 
вирусом Зика и затем инфицированных 100 ЛД50 ВЗН, 
были существенно выше, чем у животных, инфици-
рованных только ВЗН. Для подтверждения специфич-
ности вируснейтрализующих антител и отсутствия 
их перекрестной реактивности в  реакции нейтрали-
зации была проведена оценка их нейтрализующей ак-
тивности против гетерологичного вируса. Так, сыво-
ротки выживших мышей после инфицирования ВЗН 
дозой 10 ЛД50 через 21 сут после заражения имели 
высокий титр нейтрализующих антител против ВЗН 
(750 ± 107), но при этом они были не способны ней-
трализовать вирус Зика на культуре клеток. 
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Обсуждение
Феномен интерференции между различными виру-

сами в чувствительной клетке известен достаточно 
давно и в классическом виде предполагает подавле-
ние репликации одного вируса другим [27]. Возмож-
ные механизмы этого явления связывают с  различ-
ными ключевыми моментами репликации вирусов 
в клетке, индукцией систем противовирусной защиты 
в клетке, включая системы интерферонов, конкурен-
цией за ресурсы клетки для синтеза вирусных моле-
кул и вирусных частиц, разными скоростями реплика-
ции вирусов и рядом других факторов. Проникнове-
ние вирусной частицы в клетку может драматическим 
образом изменять работу клеточного генома, включая 
или ингибируя различные гены [28]. В эти изменения 
могут вовлекаться десятки и сотни клеточных генов. 
Сложность проведения этих исследований предопре-
деляет недостаточность наших знаний о  феномене 
интерференции между различными вирусами, а раз-
витие исследований по генетическому многообразию 
виромов показало острую необходимость ускоренно-
го развития исследований в  этой области  [29]. Осо-
бенность ортофлавивирусов состоит в том, что в при-
родных очагах они распространяются, как правило, 
с помощью векторов [11]. В этом качестве наиболее 

часто выступают иксодовые клещи и различные ви-
ды комаров. В случае совпадения природных очагов 
возможны случаи микст-инфицирования как беспо-
звоночных, так и их теплокровных хозяев. Вирус Зи-
ка и ВЗН относятся к так называемым «комариным» 
флавивирусам и циркулируют подчас в одних и тех 
же регионах, поэтому случаи возникновения коинфи-
цирования вполне вероятны среди чувствительных 
видов хозяев, включая человека. 

В наших экспериментах были использованы вирус 
Зика и ВЗН, которые широко распространены в  со-
временном мире и недавно вызвали практически гло-
бальные вспышки заболеваний в  странах с  теплым 
климатом. Результаты, полученные с использованием 
этих вирусов, показывают наличие интерференции in 
vitro между этими двумя ортофлавивирусами. Одно-
временное инфицирование приводит к выраженному 
ингибированию репликации вируса Зика, при отсут-
ствии столь же выраженного эффекта на репликацию 
ВЗН в  клетках млекопитающих. Последовательное 
(с различной очередностью) инфицирование также 
приводит к  конкурентному взаимному ингибирова-
нию репликации этих вирусов, при этом степень кон-
курентного ингибирования остается более выражена 
в отношении вируса Зика. Недавно было показано, 

Таблица 1. Одновременное и последовательное инфицирование культуры клеток Vero E6 вирусом Западного Нила (ВЗН) и вирусом Зика 
(МОИ 0,5 ТЦД50)
Table 1. Simultaneous and sequential infection of Vero E6 cell culture with West Nile virus (WNV) and Zika virus (MOI 0.5 TCID50)

Одновременное инфицирование (а)
Simultaneous infection (а)

Время после  
инфицирования

Time post-infection 

ВЗН (lg копий РНК/мл)
WNV

(log10 RNA copies/mL)

Вирус Зика (lg копий РНК/мл)
Zika virus

(log10 RNA copies/mL)

ВЗН/вирус Зика (lg копий РНК/мл)
WNV/Zika virus

(log10 RNA copies/mL)
24 ч / h < 3,0 < 3,0 < 3,0/< 3,0

48 ч / h 4,3 ± 0,3 3,8 ± 0,2 4,0 ± 0,3/3,2 ± 0,2

72 ч / h 6,5 ± 0,4 5,7 ± 0,3 6,3 ± 0,4/3,5 ± 0,2
96 ч / h 8,1 ± 0,4 7,8 ± 0,3 7,7 ± 0,3/3,9 ± 0,3

Последовательное инфицирование (б)
Sequential infection (b)

ВЗН‒24 ч‒вирус Зика
WNV‒24 hours‒Zika virus

PBS‒24 ч ‒вирус Зика
PBS‒24 hours‒Zika virus

Время после инфицирования 
вирусом Зика
Time post-infection  
with Zika virus 

ВЗН/вирус Зика (lg копий РНК/мл)
WNV/ Zika virus (log10 RNA copies/mL)

Вирус Зика (lg копий РНК/мл)
Zika virus (log10 RNA copies/mL)

24 ч / h 4,5 ± 0,3/< 3,0 < 3,0
48 ч / h 6,2 ± 0,4/3,2 ± 0,3 4,2 ± 0,2
72 ч / h 7,4 ± 0,3/3,4 ± 0,3 6,9 ± 0,3

Вирус Зика‒24 ч‒ВЗН
Zika virus‒24 hours‒WNV

PBS‒24 ч‒ВЗН
PBS‒24 hours‒WNV

Время после инфицирования 
ВЗН
Time post-infection with WNV 

Вирус Зика/ВЗН (lg копий/мл)
Zika virus/WNV

(log10 RNA copies/mL)

ВЗН (lg копий РНК/мл)
WNV

(log10 RNA copies/mL)
24 ч / h 3,5 ± 0,3/< 3,0 < 3,0
48 ч / h 5,1 ± 0,4/3,3 ± 0,3 4,2 ± 0,2
72 ч / h 6,5 ± 0,4/5,0 ± 0,3 6,4 ± 0,2

Примечание. Значения представляют собой M ± SD трех независимых экспериментов. Для сравнения двух групп использовался t-критерий 
Стьюдента.
Note. Values represent M ± SD of three independent experiments. Student's t-test was used to compare two groups.
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Рис. 1. Выживаемость мышей BALB/c, инфицированных вирусами Западного Нила (ВЗН) и Зика, при разных схемах введения 
вирусных препаратов.

 – результаты, полученные при внутрибрюшинном инфицировании вирусом Зика дозой 104 ТЦД50; ● – при внутрибрюшинном инфицировании ВЗН 
дозой 103 ТЦД50 (10 ЛД50); □ – при одновременном внутрибрюшинном инфицировании вирусом Зика (104 ТЦД50) и ВЗН (10 ЛД50); ■ – при внутрибрю-

шинном инфицировании вирусом Зика (104 ТЦД50) и через 4 сут внутрибрюшинном инфицировании ВЗН (10 ЛД50) (n = 10; p < 0,05).
Fig. 1. Survival of BALB/c mice infected with West Nile virus (WNV) and Zika virus under different schemes of virus administration. 

 – experimental results obtained by intraperitoneal Zika virus infection with a dose of 104 TCID50; ● – experimental results obtained by intraperitoneal infection 
of WNV with a dose of 103 TCID50 (10 LD50); □ – experimental results obtained by simultaneous intraperitoneal infection with Zika virus (104 TCID50) and WNV 
(10 LD50); ■ – experimental results obtained by intraperitoneal infection with Zika virus (104 TCID50) and after 4 days intraperitoneal infection with 10 LD50 of 

WNV (n = 10; p < 0.05).

что коинфекция клеток Vero ВЗН и вирусом энцефа-
лита Сент-Луис (St. Louis encephalitis virus, SLEV) 
сопровождается ингибированием репликации SLEV 
при минимальном влиянии на репликационную ак-
тивность ВЗН. В то же время коинфицирование кома-
риных клеток СТ (Cx. tarsalis) не оказывало влияния 
на репликацию любого из вирусов [30]. 

Моделирование микст-инфекции на лабораторных 
животных (in vivo) частично подтвердило результаты, 
полученные на культуре клеток. Так, при одновре-
менном инфицировании мышей BALB/c вирус Зика 
не влиял значимым образом на течение заболевания 
и летальный исход инфекционного процесса, вызван-
ного ВЗН. Однако при предварительном инфици-
ровании животных вирусом Зика (за 4 сут до инфи-
цирования ВЗН) отмечалось достоверное снижение 
инфекционной активности ВЗН для лабораторных 
животных. Эти результаты свидетельствуют о  воз-
можности интерференции in vivo между этими дву-
мя флавивирусами. Оценить обратный эффект нам 
не удалось вследствие того, что выбранная модель 
инфекции на животных не  обеспечивала развитие 
клинически выраженной и/или летальной инфекции 
после введения вируса Зика. При моделировании ко-

инфекции с заражением животных ВЗН через 20 сут 
после инфицирования вирусом Зика было обнару-
жено, что предварительное инфицирование вирусом 
Зика практически полностью защищает животных 
от последующего инфицирования 10 и 100 ЛД50 ВЗН. 

В нашей работе продемонстрировано, что, в отли-
чие от ранее опубликованных данных о смешанной 
инфекции вирусами Зика и денге [30, 31], инфекция 
ВЗН у мышей, предварительно инфицированных 
вирусом Зика, не сопровождалась усилением прояв-
лений инфекции. Более того, при предварительном 
инфицировании вирусом Зика мы наблюдали форми-
рование выраженной защиты животных от последую-
щего инфицирования ВЗН. Ранее была показана клю-
чевая роль нейтрализующих антител в защите от фла-
вивирусных инфекций [32–34]. Оценка способности 
сывороток крови нейтрализовать вирус Зика и ВЗН 
была протестирована в реакции вирусной нейтрали-
зации на культуре клеток Vero E6. Индукция вирус-
нейтрализующих антител была обнаружена только 
против гомологичного вируса (табл. 2), перекрестная 
реактивность вируснейтрализующих антител отсут-
ствовала. Важно подчеркнуть, что предварительная 
инфекция вирусом Зика приводила к более быстрому 
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Таблица 2. Индукция вируснейтрализующих антител у мышей BALB/c, инфицированных вирусом Зика и через 20 сут зараженных  
вирусом Западного Нила (ВЗН) (8 сут после заражения ВЗН)
Table 2. Induction of virus-neutralizing antibodies in BALB/c mice pre-infected with Zika virus and after 20 days infected with West Nile virus 
(WNV) (8 days after WNV infection)

Сыворотки мышей
Mouse serum

Титры вируснейтрализующих антител (M ± SEM)
Virus neutralizing antibody titers (M ± SEM)

Вирус Зика
Zika virus

ВЗН
WNV

Моноинфекция
Mono infection
Вирус Зика (20 сут)
Zika virus (20 days) 82,3 ± 15,4 < 10

ВЗН (8 сут)*
WNV (8 days)* < 10 112,6 ± 27,2

Коинфекция
Co-infection
Вирус Зика/20 сут/ВЗН (8 сут)
Zika virus/20 days/WNV (8 days) 74,5 ± 17,7 525,7 ± 73,5

Контроль
Control < 10 < 10

Примечание. * ‒ гибель 100% животных к 10-м суткам после инфицирования 100 ЛД50 ВЗН. За титр принимали соответствующее разведение 
индивидуальной сыворотки животного нейтрализующей 50 ТЦД50 вируса Зика или ВЗН в реакции нейтрализации. Представлены среднегео-
метрические титры вируснейтрализующих антител (n = 5; p < 0,05).
Note. * ‒ death of 100% of animals to tenth day after infection with 100 LD50 of WNV. The corresponding dilution of an individual animal serum 
neutralizing 50 TCID50 of Zika virus or WNV in the neutralization test was taken as a titer. Geometric mean titers of virus neutralizing antibodies are 
presented (n = 5; p < 0.05).

Рис. 2. Выживаемость предварительно инфицированных вирусом Зика мышей BALB/c при последующем инфицировании леталь-
ными дозами вируса Западного Нила (ВЗН).

 – результаты, полученные при внутрибрюшинном инфицировании вирусом Зика (104 ТЦД50) и через 20 сут при внутрибрюшинном инфицировании 
ВЗН (10 ЛД50); ● – при внутрибрюшинном инфицировании ВЗН (100 ЛД50); □ – при внутрибрюшинном инфицировании ВЗН (10 ЛД50); ■ – при вну-

трибрюшинном инфицировании вирусом Зика (104 ТЦД50) и через 20 сут при внутрибрюшинном инфицировании ВЗН (100 ЛД50) (n = 10; p < 0,05).
Fig. 2. Survival of Zika virus pre-infected BALB/c mice upon subsequent infection with lethal doses of West Nile virus (WNV).

 – experimental results obtained by intraperitoneal infection with Zika virus (104 TCID50) and after 20 days intraperitoneal infection with WNV (10 LD50); 
● – experimental results obtained by intraperitoneal infection with WNV (100 LD50); □ – experimental results obtained with intraperitoneal infection of WNV 
(10 LD50); ■ – experimental results obtained by intraperitoneal infection with Zika virus (104 TCID50) and after 20 days intraperitoneal infection with WNV  

(100 LD50) (n = 10; p < 0.05).

ответу на  инфицирование ВЗН, усиливая последу-
ющую выработку нейтрализующих антител против 
ВЗН. Причем уровень антител был достаточен для 

защиты животных от летальной инфекции. При мо-
ноинфекции ВЗН вируснейтрализующие антитела 
также были зарегистрированы на 8-е сутки инфек-
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ции, но при этом животные погибали к 10-м суткам 
после инфицирования. Неоднозначность потенциаль-
ных исходов смешанного инфицирования ВЗН и ви-
русом Зика иллюстрируется в работе [35] в, которой 
показано, что образцы сывороток от серопозитивных 
по ВЗН лиц эффективно нейтрализуют ВЗН, но уси-
ливают инфекционную активность вируса Зика.

Биологическая значимость предварительной неле-
тальной инфекции вирусом Зика, обеспечивающей 
защиту от ВЗН, может ограничивать циркуляцию 
этих ортофлавивирусов в  природных очагах этих 
инфекций. Эти результаты могут быть полезны для 
дальнейшего изучения микст-инфекций, вызываемых 
вирусом Зика и ВЗН, а также для будущей разработки 
иммунопрофилактических средств широкого спектра 
действия против флавивирусных инфекций.

Заключение
Таким образом, исследование микст-инфекции двух 

ортофлавивирусов на модели in vitro показало нали-
чие выраженной интерференции вирусов на куль-
туре клеток Vero E6. Так, ВЗН при одновременном 
и последовательном инфицировании ингибировал 
репликацию вируса Зика в клеточной культуре более 
чем в 1000 раз, обратный эффект не превышал 30 ( 
1,5 lg). Моделирование микст-инфекции in vivo пока-
зало более сложную картину развития инфекционно-
го процесса у мышей BALB/c. При одновременном 
микст-инфицировании мышей вирус Зика не влиял 
значимым образом на развитие летальной инфекции, 
вызванной ВЗН. При этом предварительное инфици-
рование мышей нелетальными дозами вируса Зика 
за 4 и 20 сут до введения ВЗН обеспечивало эффек-
тивную защиту животных от летальной инфекции 
ВЗН и появление высокого уровня вируснейтрализу-
ющих антител против этого вируса. 
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