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Обоснование. Определение уровней сывороточных антител к новому коронавирусу SARS-CoV-2 — необхо-
димый инструмент оценки гуморального иммунитета для лиц, перенесших COVID-19 или привитых специфи-
ческими вакцинами, а также иммунного ответа на вирусные антигены у лабораторных животных. Сыворотки 
крови инфицированных людей и животных считаются потенциально заразным материалом, а тепловая инакти-
вация образцов при 56 °C в течение 1 ч — возможным методом снижения риска инфицирования персонала при 
проведении серологических исследований. Однако эта процедура может повлиять на показатели специфичных 
к вирусу антител класса IgG и IgM, что затруднит интерпретацию полученных результатов.

Цель работы — оценить влияние тепловой инактивации сывороток крови хорьков на связывание IgG-антител 
с новым коронавирусом SARS-CoV-2.

Материалы и методы. Авторы настоящей статьи анализировали три варианта сыворотки крови хорьков, 
неиммунных и иммунных к SARS-CoV-2: 1) нативные сыворотки крови; 2) сыворотки крови, прогретые при 
56 °C в течение 1 ч; 3) сыворотки крови, обработанные рецепторразрушающим ферментом. Образцы изуча-
ли в иммуно ферментном анализе с подложкой рекомбинантного белка RBD — рецепторсвязывающего домена 
S-белка SARS-CoV-2 и последующим определением уровней специфичных антител до и после обработок.

Результаты. Показано, что тепловая инактивация сывороток крови неиммунных к SARS-CoV-2 хорьков 
может приводить к появлению ложноположительных результатов, тогда как обработка рецепторразрушающим 
ферментом способна нивелировать эффект неспецифического связывания IgG-антител с RBD-доменом S-белка 
SARS-CoV-2.

Заключение. Структурная перестройка специфичных к SARS-CoV-2 IgG-антител и образование иммуноглобу-
линовых комплексов при тепловой инактивации сывороток крови может влиять на авидность комплекса анти-
ген – антитело и приводить к появлению ложноположительных результатов при постановке иммуноферментного 
анализа. Один из возможных методов по снижению риска их появления — обработка сывороток крови рецеп-
тор-разрушающим ферментом, нивелирующая эффект тепловой инактивации.

Ключевые слова: SARS-CoV-2; иммуноферментный анализ; тепловая инактивация; сыворотки крови; рецеп-
тор-связывающий домен; рекомбинантный белок.
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BACKGROUND: Determination of serum antibody levels to the novel coronavirus SARS-CoV-2 is a necessary tool 
for assessing humoral immunity in COVID-19 patients or individuals vaccinated with specific vaccines, as well as for 
studying the immune responses to the viral antigens in animal models. Serum specimens of infected humans and animals 
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ИФА — иммуноферментный анализ; RDE — рецепторразрушающий фермент; RBD — receptor destroying enzyme, рецепторсвя-
зывающий домен.
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are considered potentially infectious material, and therefore heat inactivation of samples at 56 °C for 1 hour is recom-
mended to reduce the risk of infection of personnel during serological studies. However, this procedure may affect the 
detection of virus-specific IgG and IgM antibodies, making interpretation of the results difficult.

AIM: The goal is to evaluate the effect of heat inactivation of ferret serum samples on the binding of IgG antibodies 
to the SARS-CoV-2 antigens.

MATERIALS AND METHODS: Serum samples of SARS-CoV-2 naive and immune ferrets were analyzed in three 
variants: (1) native sera, (2) serum samples than were heated at 56°C for 1 hour, and (3) serum samples that were treated 
with receptor-degrading enzyme (RDE). The samples were studied in enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using 
recombinant RBD protein (receptor-binding domain of SARS-CoV-2 S-protein) as a substrate, followed by determination 
of specific antibody levels before and after treatments.

RESULTS: It has been shown that heat inactivation of the ferrets’ naive serum samples can lead to false-positive 
results, while RDE treatment can neutralize the effect of non-specific binding of IgG antibodies to the RBD domain 
of the SARS-CoV-2 S protein.

CONCLUSIONS: Structural rearrangement of SARS-CoV-2-specific IgG antibodies and the formation of immuno-
globulin complexes during heat inactivation of serum samples can affect the avidity of the antigen-antibody complex and 
lead to false-positive results when performing enzyme immunoassay. One of the possible methods to reduce the risk of 
“artifacts” is the treatment of blood sera with RDE, which eliminates the effect of heat inactivation.

Keywords: SARS-CoV-2; enzyme immunoassay; heat inactivation; blood sera; receptor-binding domain; recombinant 
protein.

Обоснование

Коронавирусы поражают человека и множе-
ство видов животных, у которых они способны 
вызывать респираторные инфекции от легкой 
до тяжелой степени [1]. В  ответ на вызовы 
пандемии нового коронавируса SARS-CoV-2 
ученые всего мира разрабатывают вакцины 
и эффективные противовирусные препара-
ты [2]. Уже лицензирован ряд вакцин против 
COVID-19, которые существенно повлияли 
на эпидемический процесс и способствова-
ли сохранению огромного числа человеческих 
жизней  [3]. Кроме того, большое количество 
разрабатываемых вакцинных препаратов про-
тив COVID-19 сейчас находится на стадии 
клинических или доклинических испытаний. 
Важнейший этап разработки любой вакцины — 
изучение ее иммуногенности как в доклиниче-
ских исследованиях на лабораторных животных, 
так и в клинических испытаниях на доброволь-
цах, при этом уровни противовирусных антител 
чаще всего определяют в иммуноферментном 
анализе (ИФА) с использованием отдельных 
вирусных антигенов. При исследованиях гумо-
рального иммунного ответа к SARS-CoV-2 сы-
воротки крови человека и животных считаются 
потенциально заразным материалом, поэтому 
для снижения риска инфицирования персонала 
рекомендуется тепловая инактивация образцов 
при 56 °C в течение 1 ч. Известно, что дан-
ная процедура может повлиять на обнаружение 
вирус специфических IgG- и IgM-антител в сы-
воротках крови людей [4–6]. Однако исследова-
ний влияния тепловой инактивации сывороток 
крови животных, которых используют в докли-
нических испытаниях вакцин против коронави-
руса, до сих пор не проводили. Таким образом, 
цель настоящего исследования — оценка вли-
яния тепловой инактивации сывороток крови 

хорьков на связывание IgG-антител с новым 
коронавирусом SARS-CoV-2.

Материалы и методы

В исследовании использовали сыворотки 
крови 20 хорьков, у которых выявлены SARS-
CoV-2-специфические IgG-антитела в ходе скри-
нинга доклинических испытаний вакцинных 
кандидатов. Образцы предоставлены НПО «Дом 
Фармации» (Ленинградская область, Россия). 
В контрольную группу включены образцы сы-
вороток крови 20 неиммунных к SARS-CoV-2 
животных, собранные во время доклинических 
испытаний живой аттенуированной вакцины 
против низко- и высокопатогенных вирусов 
гриппа H7N9 [7].

Все исследуемые сыворотки крови хорьков 
анализировали в трех вариантах: 1) нативные 
образцы; 2) инактивированные прогреванием 
при 56 °C в течение 1 ч; 3) обработанные ре-
цептор-разрушающим ферментом (receptor de-
stroying enzyme, RDE) для удаления неспеци-
фических ингибиторов в нативных сыворотках 
крови. Обработка сывороток крови хорьков 
(при необходимости их хранили при –20 °C) 
проводилась RDE по стандартному протоко-
лу  [8] и в соответствии с инструкцией произ-
водителя. 

Гуморальный иммунитет к SARS-CoV-2 оце-
нивали с помощью ИФА в 96-луночных планше-
тах высокой сорбции (MaxiSorp, Thermo, США) 
с подложкой рекомбинантного белка рецептор-
связывающего домена — RBD (АО  «БИОКАД», 
Санкт-Петербург, Россия). Белок наносили 
в концентрации 100  нг на лунку в карбонат-
бикарбонатном буфере (рН 9,7) и инку бировали 
в течение ночи при 4 °C. После блокирования 
1 % бычьим сывороточным альбумином, приго-
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товленным на фосфатно-солевом буфере (PBS), 
лунки планшета трехкратно промывали PBS 
с 0,05 % Tween 20, затем вносили по 50 мкл 
двукратных разведений сывороток. После ин-
кубации и отмывки в лунки добавляли 50 мкл 
вторичных антител, конъюгированных с перок-
сидазой хрена, в разведении, указанном произ-
водителем (Sigma-Aldrich, Германия), и инкуби-
ровали при 37 °C в течение 1 ч. Далее планшеты 
промывали 5 раз PBST (то есть PBS с 0,05 % 
Tween 20) и добавляли 50 мкл раствора субстрата 
1-Step Ultra TMB-ELISA (Thermo, США). После 
15-минутной инкубации реакцию останавливали 
добавлением 25 мкл 1 М Н2SO4, а результаты 
считывали при длине волны 450 нм спектро-
фотометром xMark Microplate (BioRad, США). 
Уровни антител выражали значением площади 
под кривой оптической плотности (ОП) 450, 
рассчитанным по правилу трапеций. Анализ 
полученных результатов проводили в приложе-
нии GraphPad Prism с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа one-way ANOVA с по-

правкой Тьюки на множественное сравнение. 
Различия между группами считались достовер-
ными при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение

В настоящем исследовании проводилась 
оценка потенциального эффекта тепловой инак-
тивации сывороток крови хорьков на результаты 
выявления SARS-CoV-2-специфических антител 
в ИФА. Было показано, что обработка нативных 
сывороток крови хорьков, не имевших контак-
та с данным возбудителем, может приводить 
к появлению ложноположительных результатов. 
Так,  прогрев образцов при 56 °C значительно 
повышал их оптические плотности при поста-
новке ИФА с RBD S-белка нового коронави-
руса SARS-CoV-2 (см. рисунок, a). Сравнение 
уровней площадей под кривой ОП450, рассчи-
танных индивидуально для каждого животного, 
показало достоверные различия в количестве 
выяв ляемых RBD-связывающих IgG-анти тел 
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Рисунок. Количество специфических IgG-антител к RBD S-белка SARS-CoV-2 в сыворотках крови неиммун-
ных  (a)  и иммунных (b) хорьков. ОП — оптическая плотность. Слева представлены графики зависимости сред-
них  значений оптической плотности от разведения сывороток в каждой группе; cправа — значения площади под 
кривой. Достоверность различий между исследуемыми группами: n. s. — достоверных различий нет, * p < 0,01, 
** p < 0.0001
Figure. The amount of specific IgG antibodies against RBD of the SARS-CoV-2 S-protein in the blood sera of naive  (a) 
and immune (b) ferrets. OD — optical density. Left panel shows the mean OD values at specified serum dilution. Right 
panel shows the area under the curve values. Significance of differences between the studied groups: n. s. — not significant, 
* p < 0.01, ** p < 0.0001
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(p < 0,0001, см.  рисунок, a). Однако эффект от-
сутствовал при анализе сывороток крови иммун-
ных хорьков (см.  рисунок, b). Стоит отметить, 
что обра ботка сывороток крови как неиммун-
ных, так и иммун ных к SARS-CoV-2 хорьков 
с помощью RDE значительно снижает уровни 
выявляемых вирусспецифических IgG-антител 
(p < 0,01, см. рисунок, b), что указывает на при-
сутствие в этих сыворотках факторов, неспе-
цифически связывающихся с RBD S-белка ко-
ронавируса.

Основной причиной возникновения ложно-
положительных результатов в ИФА при про-
гревании сывороток крови могут быть струк-
турная перестройка IgG антител и образова-
ние иммуноглобулиновых агрегатов, влияющих 
на авидность комплекса антиген – антитело  [9]. 
Наличие ди сульфидных связей в нативной кон-
формации белков сыворотки крови обеспечива-
ет их термодинамическую стабильность, однако 
при продолжительном нагревании эти связи 
могут нарушаться в результате реакции дисуль-
фид-тиолового обмена, что в дальнейшем при-
водит к денатурации белков. Было показано, 
что использование метантиосульфоната (MTS) 
в комплексе с глицинамидом может специфиче-
ски подавлять индуцированную тепловой обра-
боткой реакцию дисульфид-тиолового обмена 
и повышать термостабильность белков сыво-
ротки крови [10].

При исследовании гуморального иммунного 
ответа к вирусу гриппа на моделях различных 
животных (лошади, морские свинки, кролики, 
свиньи) в сыворотке крови были выявлены не-
специфические ингибиторы, представляющие 
собой термостабильные сиалогликопротеины 
(например, α-2-макроглобулин), конкурирую-
щие со специфическими антителами за свя-
зывание и нейтрализацию вируса гриппа [11]. 
Реакция торможения гемагглютинации — метод 
идентификации вируса или специфичных проти-
вовирусных антител в иммунной сыворотке кро-
ви, основанный на способности вирусных анти-
генных белков, таких как гемагглютинин вируса 
гриппа, связывать эритроциты и вызывать аг-
глютинацию. RDE необходим для гидролиза 
сывороточных сиалосодержащих соединений, 
способных связываться с молекулой гемагглю-
тинина и мешать детекции специфичных к ви-
русу антител. Поскольку гемагглютинин вируса 
гриппа и S-белок коронавируса SARS-CoV-2 
обладают сходными структурными и функци-
ональными особенностями, мы предположи-
ли, что использование RDE при постановке 
иммуноферментного анализа с коронавирусом 
SARS-CoV-2 может также влиять на обнаруже-
ние специфичных IgG-антител к антигену в сы-
воротках крови.

Заключение

Итак, мы показали, что обработка RDE не-
иммунных и иммунных сывороток крови хорь-
ков нивелирует эффект термической обработки 
при постановке ИФА с RBD S-белка корона-
вируса SARS-CoV-2. Именно поэтому при про-
ведении серологических исследований обра-
ботку сывороток крови RDE можно применять 
для предотвращения появления ложноположи-
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