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Разработка иммуноферментной системы для 
выявления специфических IgG к коронавирусу 
SARS-COV-2 методом иммунного блоттинга 
в формате «line blot»

   

   

Резюме

Актуальность. Проблема своевременной и эффективной диагностики COVID-19 остается одной из основных проблем, стоящих 

перед здравоохранением. В связи с этим задача разработки тест-систем для этиологической диагностики COVID-19 сохраняет 

свою исключительную актуальность. Цель. Разработка иммуноферментной тест-системы для выявления специфических имму-

ноглобулинов класса G к коронавирусу SARS-COV-2 методом иммунного блоттинга в формате «line blot». Методы. Отработка 

технологических приемов получения компонентов тест-системы и предварительная оценка ее диагностической эффектив-

ности при исследовании сывороток крови пациентов с COVID-19, проходивших лечение в Первой Градской больнице имени 

Н. И. Пирогова Москвы, и сывороток здоровых доноров. Результаты. Исследование 104 образцов сыворотки крови больных 

COVID-19 и 100 образцов сыворотки крови здоровых доноров, предварительно протестированных методом ИФАна наличие 

IgG к SARS-CoV-2 при помощи тест-систем «Vitrotest SARS-CoV-2 IgG» фирмы «Vitrotest» (Украина) и «ИФА-SARS-CoV-2-АТ-G» 

фирмы ЗАО «ЭКОлаб» (Россия), показало высокую диагностическую эффективность новой отечественной тест-системы. 

Заключение. Новая тест-система после прохождения процедуры государственной регистрации медицинского изделия может 

быть рекомендована в качестве подтверждающего теста при этиологической лабораторной диагностике COVID-19.
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Abstract

Relevance. The problem of timely and effective diagnosis of COVID-19 remains one of the main problems facing healthcare.

In  this regard, the task of developing test systems for the etiological diagnosis of COVID-19 remains extremely relevant. 

Purpose To develop ELISA test system for detection of G specific immunoglobulins to SARS-COV-2 coronavirus by immunoblotting 

(Line Blot). Methods.  Elaboration  of techniques for obtaining test components and preliminary assessment of its diagnostic 

effectivenessin  blood serums from COVID-19 patients treated at N. I. Pirogov First Gradsky Hospital, Moscow, and serums from 

healthy human donors. Results. The study of 104 blood serum samples from COVID-19 patients and 100 blood serum samples from 
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healthy human donors, pre-tested by ELISA IgG to SARS-CoV-2 using «Vitrotest SARS-CoV-2 IgG» test systems (Vitrotest, Ukraine) 

and «ELISA-SARS-CoV-2-AB-G» (CJSC EKOlab, Russia) showed high diagnostic efficiency of the new test system. Conclusion. 

The new test system after state registration of the medical device can be recommended as a confirmatory test for the etiological 

laboratory diagnosis of COVID-19.
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Введение
В конце 2019 г. человечество столкнулось 

с  новой коронавирусной инфекцией. По офици­
альным данным, она вначале вызвала вспышку 
в китайской провинции Хубэй, которая затем пе­
реросла в пандемию, захватившую все регионы 
Земли. С 11.02.2020 г. ВОЗ присвоила ей назва­
ние COVID-19 (Coronavirus disease 2019), а возбу­
дитель получил название SARS-CoV-2 (Severe acute 
respiratory syndrome-related coronavirus 2) [1].

В настоящее время одной из основных про­
блем, стоящих перед здравоохранением в связи 
с  этой пандемией, остается своевременная и эф­
фективная диагностика инфекции и прогнозиро­
вание течения и исходов ее манифестных форм, 
в связи с  чем задача разработки тест-систем для 
этиологической диагностики COVID-19 сохраняет 
свою исключительную актуальность.

В методических рекомендациях ВОЗ по профи­
лактике, диагностике и лечению COVID-19 [2] и в 
соответствующих документах национальных орга­
нов здравоохранения (см., например, Временные 
методические рекомендации МЗ РФ [1]) отмеча­
ется, что основное значение для этиологической 
лабораторной диагностики этой инфекции имеет 
выявление РНК SARS-CoV-2 методом амплификации 
нуклеиновых кислот, а иммунохимические методы, 
в частности, для выявления антигена SARS-CoV-2 
и  иммуноглобулинов IgА, IgM и  IgG к SARS-CoV-2, 
являются только дополнительными к комплексу мо­
лекулярно-генетических методов исследования.

Такая трактовка, неоправданно занижающая 
значение иммунохимических методов, разделяет­
ся не всеми исследователями. Ряд авторов счита­
ют, что выявление специфических антител может 
иметь важное значение для объективной оцен­
ки тяжести заболевания, для понимания кинети­
ки иммунного ответа на инфекцию и  его связи 
с  тяжестью и  длительностью заболевания, для 
уточнения связи уровня антител с  выработкой не­
восприимчивости к возбудителю, для диагности­
ки и  сортировки пациентов, обращающихся за 
медицинской помощью на более поздних стадиях 
заболевания, для отслеживания контактов и  про­
ведения сероэпидемиологических исследований, 
дающих представление о степени распростране­
ния COVID-19 [3–6]. Для выявления специфических 

антител в  настоящее время могут быть использо­
ваны методы иммуноферментного, а также имму­
нохемилюминесцентного анализа (ИФА и  ИХЛА). 
И  уже по состоянию на 25.08.2020 г. в Российской 
Федерации был зарегистрирован 51 набор реаген­
тов для выявления специфических иммуноглобули­
нов к SARS-CoV-2 методами ИФА и ИХЛА [1]. 

Такое количество диагностических тестов, как 
указывают Antonio La Marca с  соавт. [7], можно 
считать прямым ответом на экспоненциально раз­
раставшуюся с  развитием пандемии потребность 
в  диагностикумах для обеспечения массового 
скрининга и  тестирования групп высокого риска, 
а также для получения надежных данных о рас­
пространении инфекции. Но оно же явилось неиз­
бежной причиной нередких расхождений в оценках 
одних и тех же образцов, полученных в разных ла­
бораториях и при использовании тестов различных 
производителей по причине различий в технологи­
ях производства и применения этих тестов [8–10]. 
Это существенно осложняет практическое исполь­
зование средств диагностики, поскольку сегодня 
для повышения диагностической эффективности 
исследования его необходимо выполнять на не­
скольких тест-системах различных производителей 
с  обязательным использованием парных сыворо­
ток, полученных с интервалом в одну–две недели.

Однако задача повышения эффективности ла­
бораторной диагностики COVID-19 может быть ре­
шена, по нашему мнению, и  менее экстенсивным 
путем – за счет более широкого использования 
преимуществ одной из последних модификаций 
ИФА  – иммунного блоттинга (ИБ), позволяющего 
выявлять специфические иммуноглобулины к от­
дельным антигенам возбудителя. 

Один из форматов ИБ, «Line Blot» (Лайн-блот, 
ЛБ), при котором на стрипы иммуносорбента 
в  виде поперечных линий наносятся конкретные 
антигены возбудителя (или их рекомбинантные 
аналоги), предварительно охарактеризованные 
по их антигенной специфичности, позволяет де­
лать заключение о наличии/отсутствии соответ­
ствующих специфических иммуноглобулинов без 
обязательного использования дополнительных 
диагностических тестов. При этом число тестов для 
ИБ, разработанных и  внедренных в  практику ла­
бораторной диагностики COVID-19, несопоставимо 
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меньше числа соответствующих тестов для ПЦР-
диагностики, ИФА в  классических форматах 
и ИХЛА – так, в Российской Федерации до сих пор 
не зарегистрирован ни один тест для диагностики 
COVID-19, работающий на принципе ИБ. По этой 
причине разработка и внедрение в практику здра­
воохранения новых тест-систем для этиологиче­
ской диагностики COVID-19 с  использованием ИБ 
представляется достаточно актуальной. 

Цель исследования  – разработка и  предва­
рительные испытания диагностической эффек­
тивности нового набора реагентов для in  vitro 
диагностики иммуноферментной тест-системы для 
выявления IgG к возбудителю COVID-19 методом 
ИБ в  формате ЛБ*. Работа выполнена на основе 
опыта аналогичных исследований, накопленного 
в  ЗАО «ЭКОлаб» при создании и  производстве им­
муноферментных тест-систем для диагностики ряда 
бактериальных и вирусных инфекций [12–16].

Материалы и методы
Для получения иммуносорбента использовали 

следующие рекомбинантные антигены SARS-CoV-2:
•	 полноразмерный нуклеокапсидный анти­

ген, фирма «MyBioSource» (США), «Диапроф» 
(Украина), «Vitrotest» (Украина);

•	 RBD-антиген (Receptor-binding domain  – ре­
цептор-связывающий домен) S1-субъединицы 
spike-белка, фирма «MyBioSource» (США), 
«HyTest» (Финляндия);

•	 оболочечный антиген, фирма «MyBioSource» 
(США), «Диапроф» (Украина);

•	 мембранный антиген, фирма «ProSpec» (США), 
«Диапроф» (Украина).

•	 В качестве твердой фазы использовали ни­
троцеллюлозную мембрану с  диаметром пор 
0,45 мкм, фирма «GVS» (США).

•	 Для нанесения контрольных линий на иммуно­
сорбент использовали:

•	 рекомбинантный антиген 2H-TRX фирмы ЗАО 
«ЭКОлаб», не содержащий антигенные детерми­
нанты SARS-CoV-2, для контроля специфичности 
реакции;

•	 козьи антитела против IgG человека фирмы ЗАО 
«ЭКОлаб» для контроля внесения образца;

•	  IgG человека фирмы АО НПО «Микроген» – для 
контроля внесения конъюгата.
Для проведения анализа методом ИБ были 

использованы:
•	 конъюгат козьих антител к IgG челове­

ка со щелочной фосфатазой фирмы «Jackson 
ImmunoResearch» (США) в  сравнении с  конъю­
гатом мышиных антител к IgG человека с перок­
сидазой хрена, фирма ЗАО «ЭКОлаб»;

•	 субстратный раствор BCIP/NBT (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate/Nitro Blue Tetrazolium) 

* �Настоящая работа является очередной в цикле исследований, 
посвященных серологической диагностике COVID-19 и начатых 
разработкой ИФТС для выявления специфических IgG к 
возбудителю этой инфекции [11].

фирмы «Kem-En-Tec» (Дания) или субстратный 
раствор SeramunBlau for HRP фирмы «Seramun 
Diagnostica GmbH» (Германия).
В качестве положительного по наличию марке­

ров COVID-19 клинического материала использо­
вали 104 сыворотки крови пациентов с COVID-19, 
проходивших лечение в Первой Градской больнице 
имени Н. И. Пирогова Москвы (диагноз был ве­
рифицирован путем обнаружения РНК SARS-CoV-2 
методом ПЦР в назофарингеальных мазках).

Перед проведением исследования методом 
ИБ все образцы были протестированы методом 
ИФА на наличие IgG к SARS-CoV-2 при помощи 
тест-систем «Vitrotest SARS-CoV-2 IgG» фирмы 
«Vitrotest» (Украина), сконструированной с  исполь­
зованием нуклеокапсидного антигена SARS-CoV-2, 
и  «ИФА-SARS-CoV-2-АТ-G» фирмы ЗАО «ЭКОлаб», 
разработанной с  использованием RBD-антигена 
SARS-CoV-2).

В качестве отрицательного по наличию мар­
керов COVID-19 клинического материала исполь­
зовали 100 сывороток крови здоровых доноров, 
отобранных в 2018 г. и хранившихся при темпера­
туре минус 70 °С.

Результаты и обсуждение
Работа выполнена на основе опыта аналогич­

ных исследований, накопленного в  ЗАО «ЭКОлаб» 
при создании и  производстве иммуноферментных 
тест-систем для диагностики ряда бактериальных 
и вирусных инфекций [12–16].

В процессе разработки были решены следую­
щие задачи:
•	 проведен обзор литературы с  целью выбора 

наиболее иммуногенных антигенов SARS-CoV-2 
для приготовления иммуносорбента;

•	 отработаны условия нанесения (сорбции) ан­
тигенных и  контрольных линий на нитроцел­
люлозную мембрану и  выбраны оптимальные 
сорбционные разведения;

•	 подобран состав реагентов для проведения 
анализа методом ИБ;

•	 оптимизирован протокол проведения анализа 
(время инкубаций, разведение образца);

•	 оценена чувствительность и  специфичность 
разработанной тест-системы.
Самым важным этапом разработки стал выбор 

антигенов, специфичных SARS-CoV-2, для приго­
товления иммуносорбента.

Согласно литературным данным, геном ко­
ронавирусов кодирует четыре основных струк­
турных белка (антигена): белок нуклеокапсида 
(nucleocapsid, N), белок шипа (spike, S), белок мем­
браны (membrane, M) и  белок оболочки (envelope, 
E), все из которых необходимы для получения пол­
ноценной вирусной частицы.

N-антиген является структурным компонен­
том спирального нуклеокапсида и  играет важ­
ную роль в  патогенезе вируса, репликации 
и упаковке РНК. Данный антиген является наиболее 
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консервативным по сравнению с другими белками 
вируса [17–19].

S-антиген играет ключевую роль в  развитии 
инфекции и  патогенезе вируса [20]. Он состоит 
из субъединиц S1 и  S2. S1 содержит N-концевой 
домен (N-terminal domain, NTD) и  рецептор-свя­
зывающий домен (receptor-binding domain, RBD), 
тогда как S2 содержит гептадные повторы 1 и  2 
(heptad repeats HR1, HR2). При проникновении ви­
руса в клетку RBD связывается с ангиотензин-пре­
вращающим ферментом 2 (angiotensin converting 
enzyme 2, ACE2), что приводит к запуску конфор­
мационных изменений в  S-белке, ведущих к слия­
нию мембран, опосредованному через HR1 и HR2. 
Этот процесс завершается проникновением вируса 
в  клетку-мишень. В отличие от других структурных 
белков, S-антиген является важной мишенью для 
индукции антител. Причем было установлено, что 
именно к RBD в  организме человека, инфициро­
ванного SARS-CoV-2, вырабатываются вирус-ней­
трализующие антитела [21,22].

Мембранный антиген представляет собой ин­
тегрированный в  мембрану белок, который в  про­
цессе размножения вируса взаимодействует 
с  нуклеокапсидным и  S-белком [23,24] и  играет 
центральную роль в морфогенезе и сборке вируса. 
М-антиген вызывает сильный гуморальный ответ, 
что может быть использовано при разработке вак­
цин против коронавирусов [25].

Оболочечный антиген является самым малень­
ким из основных структурных белков. Во время 
репликации он обильно экспрессируется внутри 
инфицированной клетки, но лишь небольшая часть 
включается в оболочку вириона. E-антиген участву­
ет в сборке и высвобождении вирионов [26].

Для конструирования тест-системы были вы­
браны все 4 структурных антигена SARS-CoV-2 по­
скольку, очевидно, все они играют важную роль 
в инфекционном процессе и индуцируют гумораль­
ный ответ. Причем в случае с S-антигеном был вы­
бран его фрагмент – RBD, как индуктор выработки 
вируснейтрализующих антител, поскольку выявле­
ние таких антител имеет важное значение в оцен­
ке иммунного статуса пациента.

Отработку условий получения иммуносорбен­
та проводили на сорбционной машине фирмы 
«BioDot» (США), позволяющей в  автоматическом 
режиме наносить отдельные линии на нитроцеллю­
лозную мембрану. Экспериментальным путем были 
подобраны следующие условия:
1) предварительная 20-минутная блокировка ни­

троцеллюлозных мембран перед сорбцией 
в  фосфатно-солевом буферном растворе сни­
жает появление неспецифических сигналов при 
исследовании заведомо отрицательных образ­
цов сыворотки крови;

2) оптимальная продолжительность сорбции анти­
генов и  контрольных линий на мембрану (она 
составила 22 часа). Менее продолжительная 
сорбция приводила к снижению активности 

иммуносорбента, а более длительная – не дава­
ла усиления сигнала;

3) оптимальными условиями внешней среды для 
процесса сорбции являются температура воз­
духа 2-8 °С и влажность не более 60%. При по­
вышении температуры и  влажности ухудшается 
качество антигенных и контрольных линий;

4) 60-минутное блокирование мембран после 
сорбции в фосфатно-солевом буферном раство­
ре, содержащем 10% бычьего сывороточного 
альбумина (БСА), значительно улучшает спец­
ифичность иммуносорбента.
С целью получения иммуносорбента были проте­

стированы рекомбинантные антигены SARS-CoV-2 
разных производителей. Каждый антиген разводи­
ли до разных конечных концентраций (от 0,01 мг/мл 
 до 0,1 мг/мл) и  наносили полученные разведе­
ния в виде отдельных линий на нитроцеллюлозную 
мембрану. После сорбции мембраны нарезали на 
отдельные тест-полоски (стрипы) и исследовали ме­
тодом ИБ с использованием заведомо положитель­
ных и  отрицательных сывороток крови человека. 
Критерием выбора оптимальной сорбционной кон­
центрации служила хорошая чувствительность при 
отсутствии неспецифических сигналов.

На основании анализа полученных результатов 
в  отношении чувствительности и  специфичности 
иммуносорбента было установлено:
1) 	нуклеокапсидные антигены всех исследованных 

производителей (фирмы «MyBioSource» (США), 
«Диапроф» (Украина), «Vitrotest» (Украина) об­
ладают сопоставимо хорошей активностью 
и  обеспечивают высокую чувствительность 
и специфичность иммуносорбента;

2)	 RBD-антигены обоих исследованных произво­
дителей (фирмы «MyBioSource» (США), «HyTest» 
(Финляндия) обладают сопоставимо хорошей 
активностью и обеспечивают высокую чувстви­
тельность и специфичность иммуносорбента;

3)	 оболочечный антиген фирмы «MyBioSource» 
(США) значительно лучше по соотношению чув­
ствительность/специфичность, чем аналогич­
ный антиген фирмы «Диапроф» (Украина);

4)	 мембранный антиген фирмы «Диапроф» 
(Украина) превосходит по соотношению чувстви­
тельность/специфичность аналогичный антиген 
фирмы «ProSpec» (США).
Следующим этапом разработки стал под­

бор состава реагентов для проведения анализа 
методом ИБ.

Были исследованы конъюгаты антител к IgG че­
ловека с  разными ферментными метками (конъю­
гат козьих поликлональных антител со щелочной 
фосфатазой и конъюгат мышиных моноклональных 
антител с пероксидазой хрена) и соответствующие 
каждой метке субстратные растворы. По результа­
там проведенных испытаний значительной разни­
цы по чувствительности и специфичности выявлено 
не было. Однако при использовании фосфатазного 
конъюгата в  паре с  субстратным раствором BCIP/
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NBT окрашивание антигенных и  контрольных ли­
ний при исследовании положительных образцов 
было более четким, в связи с чем выбор был сде­
лан в пользу данных реагентов.

Относительно состава разводящего и промыва­
ющего растворов было установлено, что использо­
вание в качестве основы трис-солевого буферного 
раствора (ТСБР) предпочтительнее, чем фосфатно-
солевого буферного раствора по причине лучшей 
специфичности. При этом обязательным оказалось 
добавление в ТСБР белковых компонентов (сухого 
молока и  лизата обработанных ультразвуком кле­
ток E. coli) для снижения вероятности появления 
неспецифических сигналов.

Далее был отработан протокол проведения ана­
лиза. Экспериментальным путем было установлено 
оптимальное время инкубации стрипов иммуно­
сорбента с исследуемым образцом (оно составило 
1 ч 30 мин), с  конъюгатом (1 ч), с  субстратным 
раствором (10 мин). Было подобрано количество 
промывок между стадиями (оно составило 3 раза 

по 5 мин). Было выбрано оптимальное разведение 
образца (оно составило 1:50).

Итогом разработки стала тест-система «Лайн-
Блот-SARS-CoV-2-АТ-G» следующего состава:
•	 Иммуносорбент  – полоски (стрипы) из нитро­

целлюлозной мембраны с  нанесенными на них 
в  виде отдельных поперечных полос рекомби­
нантными антигенами SARS-CoV-2 (рис. 1):

•	 NC (nucleocapsid antigen – ядерный антиген),
•	 S1-RBD (S1 субъединица spike-антигена шипов 

оболочки, несущая рецептор-связывающий 
домен),

•	 Env (envelope antigen – оболочечный антиген),
•	 М (membrane antigen – мембранный антиген);
•	 контрольные линии:

- 	 рекомбинантным антигеном, не содержащим 
антигенные детерминанты SARS-CoV-2 

- 	 для контроля специфичности реакции (Кс);
- 	 козьими антителами против IgG человека  – 

для контроля внесения образца (Кво);
- 	 IgG человека – для контроля внесения конъ­

югата (Квк).
•	 Контрольный отрицательный образец (К–) – сы­

воротка крови человека, не содержащая анти­
тела к SARS-CoV-2, инактивированная.

•	 Контрольный положительный образец (К+) – сы­
воротка крови человека, содержащая антитела 
класса G к SARS-CoV-2, инактивированная.

•	 Раствор для разведения образцов (РРО).
•	 5-кратный концентрат промывочного раствора 

[ПР(х5)].
•	 Конъюгат  – козьи антитела против IgG челове­

ка, конъюгированные со щелочной фосфатазой.
•	 Окрашивающий раствор  – раствор 5-бром-4-

хлор-3-индолилфосфата и  нитроголубого тетра­
золия.
Результаты исследования учитываются только 

при условии соответствия окраски полос контроль­
ных образцов требованиям, представленным в та­
блице 1.

Результаты исследования образцов интерпрети­
руются следующим образом:
•	 положительный результат (+) – выявлены анти­

тела к  NC-антигену и/или к  S1-RBD-антигену, 
независимо от наличия или отсутствия антител 
к антигенам Env и M;

•	 неопределенный результат (+/-)  – выявлены 
антитела к антигенам Env и/или M;

•	 отрицательный результат (–)  – не выявлены 
антитела ни к одному из антигенов.

Рисунок 1. Стандартная схема нанесения антигенов 
SARS-CoV-2 и контрольных линий на стрип
Figure 1. Standard scheme for applying SARS-CoV-2 
antigens and control lines to the strip

Таблица 1. Требования к окрашиванию полос, соответствующих контрольным образцам 
Table 1. Requirements for the coloring of strips corresponding to control samples

Контрольный 
образец

Control sample

Полосы иммуносорбента
Immunosorbent strips

NC S1-RBD Env M Кс Кво Квк

К- ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ + +

К+ + + + + ‒ + +
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Таблица 2. Результаты исследования образцов сыворотки крови на наличие IgG к SARS-CoV-2 в ИФА и ИБ
Table 2. Results of the study of blood serum samples for the presence of IgG to SARS-CoV-2in ELISA and IB

SARS-
CoV-2 

ОТ-ПЦР
SARS-

CoV-2 RT- 
P C

Результаты исследования в:
The results of the study in:

ИФА с использованием:
ELISA using:

ИБ
IB

«Vitrotest SARS-CoV-2 
IgG» 

ОП
кр = 0,313

«Vitrotest SARS-CoV-2 
IgG» ODcr=0,313

«ИФА-SARS-CoV-2-
АТ-G» ОПкр = 0,25

«ELISA-SARS-CoV-2-
AB-G»

ODcr = 0.25

Антитела к антигену
Antibodies to the antigen

∑

ОП
обр

ODsample

∑ ОПобр
ODsample ∑ NС S1- RBD Env M

+ 3,536 + 3,064 + + + + ‒ +

+ 3,536 + 3,047 + + + + ‒ +

+ 0,029 – 0,048 – ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 3,482 + 2,173 + + + + ‒ +

+ 3,309 + 2,085 + + + + ‒ +

+/- 3,691 + 3,615 + + + + ‒ +

+ 3,001 + 0,786 + + + + + +

+ 0,534 + 0,064 – + ‒ ‒ + +

+ 3,591 + 2,363 + + + + ‒ +

+ 3,523 + 2,537 + + + + ‒ +

+ 3,572 + 2,438 + + + + + +

+ 3,602 + 2,722 + + + + + +

+ 3,584 + 2,101 + + + + + +

+ 3,546 + 3,92 + + + + + +

+ 0,849 + 0,291 + + + ‒ ‒ +

+ 3,35 + 0,971 + + + + + +

+ 2,145 + 1,614 + + + - - +

+ 0,041 – 0,045 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 3,499 + 1,323 + + + + + +

+ 0,277 – 0,714 + + + ‒ ‒ +

+ 3,203 + 3,663 + + + + + +

+ 3,518 + 3,176 + + + + + +

+ 0,156 – 0,629 + + + ‒ + +

+ 3,481 + 0,342 + + + ‒ + +

+ 0,242 – 0,161 – ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 0,038 – 0,11 – ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 0,023 – 0,082 – ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 3,165 + 2,332 + + + + + +

+ 0,159 – 0,079 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 2,848 + 0,825 + + + - + +

+ 3,517 + 2,46 + + + + + +

+ 2,657 + 1,204 + + + + + +

+ 3,311 + 2,435 + + + + + +
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SARS-
CoV-2 

ОТ-ПЦР
SARS-

CoV-2 RT- 
P C

Результаты исследования в:
The results of the study in:

ИФА с использованием:
ELISA using:

ИБ
IB

«Vitrotest SARS-CoV-2 
IgG» 

ОП
кр = 0,313

«Vitrotest SARS-CoV-2 
IgG» ODcr=0,313

«ИФА-SARS-CoV-2-
АТ-G» ОПкр = 0,25

«ELISA-SARS-CoV-2-
AB-G»

ODcr = 0.25

Антитела к антигену
Antibodies to the antigen

∑

ОП
обр

ODsample

∑ ОПобр
ODsample ∑ NС S1- RBD Env M

+ 3,522 + 1,731 + + + + + +

+ 0,081 – 0,098 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 0,052 – 0,044 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 3,468 + 3,89 + + + + + +

+ 0,744 + 0,73 + + + ‒ + +

+ 0,066 – 0,149 – ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 3,424 + 1,843 + + + + + +

+ 0,495 + 0,265 + + + ‒ ‒ +

+ 3,58 + 1,722 + + + + + +

+ 3,545 + 1,515 + + + + + +

+ 3,544 + 3,33 + + + + ‒ +

+ 0,078 ‒ 0,131 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 0,323 + 1,79 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 0,087 – 0,058 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 3,567 + 2,705 + + + + + +

+ 1,042 + 1,193 + + + ‒ + +

+ 3,378 + 2,725 + + + + + +

+ 0,042 – 0,054 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 3,592 + 1,804 + + + + + +

+ 0,138 – 0,132 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 0,073 – 0,103 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 3,606 + 3,753 + + + + + +

+ 1,743 + 1,845 + + + + ‒ +

+ 0,313 +/- 0,036 – ‒ ‒ ‒ ‒

+ 1,569 + 1,199 + + + ‒ ‒ +

+ 0,147 – 0,288 + ‒ + ‒ ‒ +

+ 0,112 – 0,142 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 1,169 + 0,355 + + + ‒ ‒ +

+ 3,634 + 3,733 + + + ‒ ‒ +

+ 3,627 + 3,775 + + + ‒ + +

+ 0,184 – 0,294 + ‒ + ‒ ‒ +

+ 2,705 + 1,629 + + + ‒ ‒ +

+ 1,876 + 1,608 + + + ‒ ‒ +

+ 0,234 – 0,098 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 3,507 + 1,622 + + + ‒ + +
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SARS-
CoV-2 

ОТ-ПЦР
SARS-

CoV-2 RT- 
P C

Результаты исследования в:
The results of the study in:

ИФА с использованием:
ELISA using:

ИБ
IB

«Vitrotest SARS-CoV-2 
IgG» 

ОП
кр = 0,313

«Vitrotest SARS-CoV-2 
IgG» ODcr=0,313

«ИФА-SARS-CoV-2-
АТ-G» ОПкр = 0,25

«ELISA-SARS-CoV-2-
AB-G»

ODcr = 0.25

Антитела к антигену
Antibodies to the antigen

∑

ОП
обр

ODsample

∑ ОПобр
ODsample ∑ NС S1- RBD Env M

+ 0,224 – 1,334 + + + ‒ ‒ +

+ 1,355 + 0,1 – + ‒ ‒ ‒ +

+ 3,252 + 3,874 + + + ‒ ‒ +

+ 1,981 + 1,548 + + + ‒ ‒ +

+ 3,602 + 1,351 + + + ‒ + +

+ 0,98 + 1,406 + + + ‒ ‒ +

+ 0,033 – 0,073 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 0,504 + 1,684 + + + ‒ ‒ +

+ 1,605 + 0,349 + + + ‒ ‒ +

+ 0,059 – 0,051 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 0,697 + 0,325 + + + ‒ + +

+ 0,541 + 1,493 + + + ‒ ‒ +

+ 0,448 + 0,285 + + + ‒ ‒ +

+ 3,434 + 3,749 + + + ‒ + +

+ 0,044 – 1,581 + ‒ + ‒ - +

+ 0,02 – 0,063 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 2,228 + 1,403 + + + + + +

+ 3,03 + 0,821 + + + ‒ + +

+ 0,309 + 2,351 + + + ‒ + +

+ 2,122 + 2,465 + + + ‒ ‒ +

+ 0,513 + 2,499 + + + ‒ ‒ +

+ 1,195 + 0,407 + + + ‒ + +

+ 0,072 – 0,091 – ‒ ‒ ‒ ‒ ‒

+ 3,494 + 3,77 + + + ‒ ‒ +

+ 0,811 + 0,314 + + + ‒ + +

+ 0,348 + 0,393 + + + ‒ ‒ +

+ 0,259 – 0,427 + + + ‒ ‒ +

+ 3,677 + 3,54 + + + ‒ ‒ +

+ 0,056 – 0,039 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 2,796 + 3,632 + + + + ‒ +

+ 0,215 – 0,048 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 1,783 – 0,102 – ‒ ‒ ‒ ‒ –

+ 0,472 + 2,437 + + + ‒ ‒ +

+ 3,588 + 3,862 + + + ‒ + +

+ 3,346 + 0,097 – + ‒ + + +



Э
п

и
дем

и
ологи

я и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кти

ка
. Том

 2
1

, №
 4

/E
p

id
em

iology a
n

d
 Va

ccin
a

l P
reven

tion
. Vol. 2

1
, N

o 4

111

Практические аспекты эпидемиологии и вакцинопрофилактики

Practical Aspects of Epidemiology and Vaccine Prevention

SARS-
CoV-2 

ОТ-ПЦР
SARS-

CoV-2 RT- 
P C

Результаты исследования в:
The results of the study in:

ИФА с использованием:
ELISA using:

ИБ
IB

«Vitrotest SARS-CoV-2 
IgG» 

ОП
кр = 0,313

«Vitrotest SARS-CoV-2 
IgG» ODcr=0,313

«ИФА-SARS-CoV-2-
АТ-G» ОПкр = 0,25

«ELISA-SARS-CoV-2-
AB-G»

ODcr = 0.25

Антитела к антигену
Antibodies to the antigen

∑

ОП
обр

ODsample

∑ ОПобр
ODsample ∑ NС S1- RBD Env M

+ 1,795 + 0,094 – + ‒ ‒ ‒ +

Примечания: ОПкр – критическая оптическая плотность; ОПобр – оптическая плотность, полученная при исследовании образца пациента; 
∑ – итоговый результат исследования образца в ИФА и ИБ; «+» – положительный результат исследования: для ОТ-ПЦР– в образце выявлена 
ДНК возбудителя; для ИФА – ОПобр больше ОПкр – в образце выявлены специфические антитела; для ИБ наличие антител к конкретному 
антигену и общий положительный результат исследования; «+/-» – сомнительный результат исследования (в ПЦР и ИФА); «–» – отрицатель-
ный результат исследования: для ИФА – ОПобр меньше ОПкр - в образце не выявлены специфические антитела; для ИБ – отсутствие анти-
тел к конкретному антигену и общий отрицательный результат исследования.
Notes: ODcr – critical optical density; ODsample is the optical density obtained during the examination of the patient’s sample; ∑ – the final result of 
the study of the samplein the IFA and IB; «+» is a positive result of the study: for RT-PCR, the DNA of the pathogen was detectedin the sample; for 
ELISA – ODsample > ODcr – specific antibodies were detectedin the sample; for IB, the presence of antibodies to a specific antigen and the overall 
positive result of the study; «+/-» – doubtful result of the study (in PCR and ELISA); «–» – negative result of the study: for ELISA – ODsample < ODcr – 
no specific antibodies were detectedin the sample; for IB – the absence of antibodies to a specific antigen and the overall negative result of the 
study.

Чувствительность и специфичность разработан­
ной тест-системы была исследована на клиниче­
ском материале. В таблице 2 приведены сводные 
данные исследования образцов сыворотки крови 
пациентов с COVID-19 на наличие IgG к SARS-CoV-2 
в  ИФА и  ИБ. Они демонстрируют высокую корре­
ляцию оценок образцов в  ИФА с  использовани­
ем обеих тест-систем, как по значениям ОП, так 
и по итоговым оценкам тестов (коэффициенты кор­
реляции 0,75  и  0,74). Показана высокая корреля­
ция итоговых оценок в  ИФА и  ИБ (коэффициенты 
корреляции 0,87 и 0,91) и практически отсутствие 
каких-либо зависимостей между результатами ПЦР 
и ИФА, а также между результатами ПЦР и ИБ (ко­
эффициенты корреляции 0,02–0,34).

Все 100 образцов сыворотки крови здоровых 
доноров, отобранных в  2018 г., при исследова­
нии в  разработанной тест-системе показали от­
рицательный результат (отсутствие окрашивания 
антигенных линий), что свидетельствует о хорошей 
специфичности тест-системы.

При анализе полученных результатов следует 
обратить внимание на тот факт, что в  некоторых 
исследованных образцах присутствуют антитела 
к  N-антигену и  отсутствуют к  S1-RBD-антигену и, 
наоборот, есть антитела к  S1-RBD-антигену и  нет 
к  N-антигену. Очевидно, это может быть связано 
с  особенностями иммунного ответа каждого кон­
кретного пациента. Однако получение достовер­
ного результата исследования данных образцов 

становится возможным только при использовании 
метода ИБ, поскольку скрининговые тест-системы, 
сконструированные только на одном антигене, не 
способны выявить образцы, содержащие антитела 
к другим антигенам.

К сожалению, зачастую производители скри­
нинговых тест-систем не указывают в  инструкци­
ях по применению информацию об используемых 
антигенах, что не позволяет сотрудникам лабора­
торной службы понять, антитела к  каким белкам 
вируса они обнаружили. В связи с  этим примене­
ние метода ИБ как подтверждающего теста являет­
ся перспективным направлением в  лабораторной 
диагностике COVID-19.

Заключение
Разработанная иммуноферментная тест-

система «Лайн-Блот-SARS-CoV-2-АТ-G» для выявле­
ния специфических IgG к коронавирусу SARS-COV-2 
методом иммунного блоттинга в  формате «Лайн 
блот» показала хорошую чувствительность при 
исследовании сывороток крови, полученных от 
больных COVID-19 и  хорошую специфичность при 
исследовании образцов, полученных от здоровых 
доноров.

Новая тест-система после прохождения проце­
дуры государственной регистрации медицинского 
изделия может быть рекомендована в  качестве 
подтверждающего теста при этиологической лабо­
раторной диагностике COVID-19.
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