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Обоснование. С 2019 года весь мир охватила пандемия новой коронавирусной инфекции COVID-19, 
которая продолжается по сей день. За эти годы возбудитель SARS-CoV-2 претерпел ряд мута-
ционных изменений в геноме, что повлекло распространение различных генетических вариантов 
вируса. Между тем для диагностики этиологического агента, установления стадии заболевания 
и оценки иммунитета используются методы, неспецифичные в отношении различных вариантов 
 SARS-CoV-2 и требующие значительных временных затрат. Таким образом, актуальным направле-
нием является разработка новых методов диагностики COVID-19, а также внедрение данных раз-
работок в практику. Широкие возможности в этом направлении открывают системы на основе хи-
мически модифицированных флуоресцентных микросфер с возможностью мультиплексного ана-
лиза целевых белковых молекул. Цель исследования — разработка микрофлюидной тест-систе-
мы на основе флуоресцентных микросфер для специфического обнаружения иммуноглобулинов 
класса G (IgG) к SARS-CoV-2. Методы. Формирование охарактеризованной коллекции образцов 
сыворотки крови человека с использованием иммуноферментного анализа и коммерчески доступ-
ных наборов реагентов. Обнаружение IgG к SARS-CoV-2 в сыворотке крови человека, содержащей 
известный уровень антител, разработанным иммунофлуоресцентным методом с использованием 
микросфер, на поверхности которых химическим путем был иммобилизован RBD-фрагмент S-бел-
ка вируса SARS-CoV-2, вариант Каппа. Результаты. Уровень IgG в сыворотке крови добровольцев 
в группе, перенесших коронавирусную инфекцию, в 9–300 раз превышал таковой в группе услов-
но здоровых добровольцев, согласно данным иммуноферментного анализа (p <0,001). Получены 
конъюгаты флуоресцентных микросфер с RBD-фрагментом S-белка, способные специфически 
связывать IgG из сыворотки крови. Образование иммунных комплексов подтверждено данными 
флуоресцентной микроскопии: интенсивность флуоресценции вторичных антител в иммунных 
комплексах при их образовании на поверхности флуоресцентных микросфер прямо пропорцио-
нальна содержанию IgG (r=0,963). Тест-система обладает хорошей прогностической значимостью 
(AUC 70,3%). Заключение. Разработана тест-система на основе флуоресцентных микросфер, со-
держащих иммобилизованный RBD-фрагмент S-белка SARS-CoV-2, для иммунофлуоресцентного 
выявления IgG в сыворотке крови человека. При апробации системы на образцах сыворотки крови 
добровольцев с различным уровнем IgG к SARS-CoV-2 показана ее прогностическая ценность, что 
позволяет позиционировать представленную тест-систему как метод оценки содержания иммуно-
глобулинов к SARS-CoV-2 в сыворотке крови человека с перспективой внедрения в клиническую 
практику. Представленная тест-система может быть использована также для интеграции в раз-
личные микрофлюидные системы и создания чипов и приборов «прикроватной диагностики».

Ключевые слова: диагностика COVID-19; иммуноферментный анализ; персонализированная 
 медицина.
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Background: The pandemic of the new coronavirus infection, COVID-19, is currently ongoing in the world. 
Over the years, the pathogen, SARS-CoV-2, has undergone a series of mutational genome changes, 
which has led to the spread of various genetic variants of the virus. Meanwhile, the methods used to 
diagnose SARS-CoV-2, to establish the disease stage and to assess the immunity, are nonspecific to 
SARS-CoV-2 variants and time-consumable. Thus, the development of new methods for diagnosing 
COVID-19, as well as their implementation in practice, is currently an important direction. In particular, 
application of systems based on chemically modified fluorescent microspheres (with a multiplex assay 
for target protein molecules) opens great opportunities. Aim: development of a microfluidic diagnostic 
test system based on fluorescent microspheres for the specific detection of immunoglobulins G (IgG) to 
SARS-CoV-2. Methods: A collection of human serum samples was characterized using enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and commercially available reagent kits. IgG to SARS-CoV-2 in the human 
serum were detected by the developed immunofluorescent method using microspheres containing the 
chemically immobilized RBD fragment of the SARS-CoV-2 (“Kappa” variant) viral S-protein. Results:  The 
level of IgG in the blood serum of recovered volunteers was 9-300 times higher than that in apparently 
healthy volunteers, according to ELISA (p<0.001). Conjugates of fluorescent microspheres with the 
 RBD-fragment of the S-protein, capable of specifically binding IgG from the blood serum, have been 
obtained. The immune complexes formation was confirmed by the fluorescence microscopy data; the 
fluorescence intensity of secondary antibodies in the immune complexes formed on the surface of 
microspheres was proportional to the content of IgG (r 0.963). The test system had a good predictive 
value (AUC 70.3%). Conclusion: A test system has been developed, based on fluorescent microspheres 
containing the immobilized RBD fragment of the SARS-CoV-2 S-protein, for the immunofluorescent 
detection of IgG in the human blood serum. When testing the system on samples with different levels of 
IgG to SARS-CoV-2, its prognostic value was shown. The obtained results allow us to present the test 
system as a method to assess the level of immunoglobulins to SARS-CoV-2 in the human blood serum 
for the implementation in clinical practice. The test system can also be integrated into various microfluidic 
systems to create chips and devices for the point-of-care diagnostics. 
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ОБОСНОВАНИЕ

В настоящее время в мире продолжается пан-

демия новой коронавирусной инфекции COVID-19, 

вызываемой представителем рода бетакоронави-

русов SARS-CoV-2. На данный момент идентифи-

цировано 14 вариантов SARS-CoV-2, возникших 

в результате замены нуклеотидов в вирусной РНК, 

из которых 5 вариантов являются эпидемиологи-

чески значимыми [1]. Иммунный ответ на попадание 

вируса SARS-CoV-2 в организм человека включает 

выработку специфичных иммуноглобулинов (анти-

тел) различного типа. Иммуноглобулины класса G 
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(IgG) являются в наибольшей мере ответственны-

ми за формирование стойкого иммунитета. Данный 

тип антител вырабатывается к структурному белку 

нуклеокапсида (N-белок), гликопротеину шипиков 

(S-белок) и его RBD-фрагменту, который отвеча-

ет за связывание вирусной частицы с клеткой-

мишенью. Определение уровня IgG используется 

для оценки эффективности иммунного ответа на 

перенесенную и текущую инфекцию, а также для 

выявления поствакцинального иммунитета и от-

бора доноров с наилучшими показателями содер-

жания защитных антител. Более поздние варианты 

SARS-CoV-2 обладают повышенной трансмиссив-

ностью и вирулентностью, а также пониженной 

чувствительностью к механизмам иммунитета [2]. 

В частности, такие варианты могут ускользать от 

поствакцинальных антител, что обусловливает 

не обходимость их своевременного обнаружения 

и оценки уровня иммунитета к ним.

Существует ряд диагностических методов, ос-

нованных на определении содержания IgG в био-

логических жидкостях человека. В клинической 

практике основным на сегодняшний день явля-

ется неконкурентный иммуноферментный анализ 

(ИФА). Хотя золотым стандартом в диагностике 

COVID-19 остается непосредственно обнаружение 

РНК вируса в организме человека методом поли-

меразной цепной реакции [3], ИФА получил широ-

кое распространение как для выявления антител, 

так и антигена вируса. К преимуществам ИФА от-

носится высокая скорость проведения исследо-

вания, что особенно важно для своевременной 

постановки диагноза [4]. Однако коммерческие 

наборы ИФА обычно неспецифичны в отноше-

нии различных вариантов коронавируса. В связи 

с этим актуальным является создание высокочув-

ствительной и специфичной мультиплексной тест-

системы, направленной на обнаружение IgG в сы-

воротке крови  человека. 

В период пандемии COVID-19, когда резко воз-

росла нагрузка на лечебно-профилактические уч-

реждения и серьезно сократились временные и ма-

териальные ресурсы, особенно очевидной стала 

важность не только точности анализа, но и ско-

рости его получения. Одним из решений данной 

проблемы стали разработка и внедрение в кли-

ническую практику методов диагностики непо-

средственно у постели пациента, так называемой 

прикроватной диагностики (point-of-care) [5]. Ком-

мерчески доступные флуоресцентные микросфе-

ры, модифицированные различными химическими 

группами, представляют собой удобную и гибкую 

платформу для разработки мультиплексных тест-

систем для «прикроватной диагностики» [6].

Цель исследования — разработка микрофлю-

идной тест-системы на основе флуоресцентных 

микросфер с целью специфического обнаружения 

IgG к SARS-CoV-2 с перспективой мультиплексиро-

вания для разных генетических вариантов вируса.

МЕТОДЫ

Критерии соответствия

Критерии включения в первую группу исследо-

вания: условно здоровые добровольцы обоего пола 

в возрасте от 18 лет и старше, без жалоб на состоя-

ние здоровья, без перенесенной новой коронави-

русной инфекции (на основании анамнеза и оценки 

уровня IgG и IgM к SARS-CoV-2) и гиперчувстви-

тельности к компонентам вакцины в анамнезе. 

Критерии включения во вторую группу иссле-

дования: добровольцы обоего пола в возрасте от 

18 лет и старше, перенесшие новую коронавирус-

ную инфекцию и имеющие подтвержденный высо-

кий уровень IgG к SARS-CoV-2.

Критерии невключения:

Гиперчувствительность к компонентам вакцины 

в анамнезе.

Условия проведения

Исследование проводили в ФГБУ ФНКЦ ФХМ 

им. академика Ю.М. Лопухина ФМБА России 

(г. Одинцово, Московская область).

Описание медицинского вмешательства

Формирование коллекции образцов 

сыворотки крови

Для формирования коллекции образцов сы-

воротки крови у добровольцев (n=27) отбирали 

кровь в объеме 5  мл в пробирки с гелем и акти-

ватором свертывания (Zhejiang Gongdong Medical 

Technology, Китай). Пробирки центрифугировали 

при 2000  об./мин в течение 20  мин (центрифуга 

LMC-3000, Biosan, Латвия). Далее отбирали сыво-

ротку и аликвотировали в пластиковых микроцен-

трифужных пробирках (Eppendorf, Германия) по 

~1,0 мл, при необходимости хранили при -40°С.

Иммуноферментный анализ IgG

Уровень содержания IgG и IgM в образцах 

кол лекции сыворотки крови человека определя-

ли методом непрямого неконкурентного иммуно-

фер ментного анализа. Исследование проводили 
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на анализаторе «Лазурит» (Dynex Technologies 

Inc, США) с использованием наборов реагентов 

для иммуноферментного выявления IgG и IgM 

к SARS-CoV-2  — «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ», 

«SARS-CoV-2-IgМ-ИФА-БЕСТ» (Вектор-Бест, Рос-

сия). По результатам измерений рассчитывали 

коэффициент позитивности (КП):

КП = ODобр / ( ( OD1
К– + OD2

К– ) / 2 + 0,2 )

где ODобр — оптическая плотность образца сыво-

ротки; К–  — отрицательный контрольный образец 

из набора. Значения КП интерпретировали следую-

щим образом: КП  >1,1  — результат положитель-

ный (присутствуют IgG); 0,8≤  КП  <1,1  — результат 

пограничный; КП <0,8 — результат отрицательный 

(отсутствуют IgG).

Микросферы

В исследовании использовали парамагнит-

ные полилактидные микросферы Magplex-C  056 

(Luminex, США) диаметром 6,5±0,2  мкм с поверх-

ностными карбоксильными группами. Активацию 

карбоксильных групп на поверхности микро сфер 

проводили при помощи 1-этил-3-(3-диме тил ами-

но пропил)-карбодиимида (EDС, Sigma Aldrich, Гер-

мания) в MES-буфере (BioRad, США) в присутствии 

N-гидроксисульфосукцинимида (NHS, Abcam, США). 

Для конъюгации с активированными микросфера-

ми использовали RBD -фрагмент синтетического 

S-белка вируса SARS-CoV-2 (вариант B.1 .617.1 

Каппа) в концентрации 0,1 мг/мл. 

Микрофлюидный чип

Микрофлюидный чип был изготовлен из поли-

метилметакрилата методом лазерной абляции [7]. 

Чип представлял собой многослойную конструк-

цию из слоев полиметилметакрилата и акрило-

вого адгезива, изготовленную методом лазерной 

абляции (GCC Spirit GLS, США). Чип имеет каналы 

и переходные отверстия и содержит реакционную 

лунку объемом 200 мкл с микрофильтрующей мем-

браной из SiO2 Advantec GC5025MM (Cole-Parmer, 

США) с напылением хрома, на которой удержива-

ются микросферы (рис. 1). 

Флуоресцентная микроскопия

Для детекции флуоресцентных сигналов от мик-

росфер, расположенных на микрофильтрующей 

мембране в микрофлюидном чипе, использовался 

автоматизированный эпифлуоресцентный микро-

скоп собственной разработки и сборки. Микроскоп 

собран на основе оптических компонент: объек-

тив Nikon N10X-PF (Nikon Instruments Inc., Япония), 

тубусная линза ThorLabs TTL200 (Thorlabs Inc., 

США), цифровая КМОП-камера Basler acA2040-

90um (Basler AG, Германия), набор спектральных 

фильтров (SemRock, США). Особенность данного 

микроскопа состоит в возможности автоматизи-

рованного получения серий микроизображений из 

Рис. 1. Многослойный микрофлюидный чип: послойная модель (а), фото (б) и схематическая модель (в). 

Fig. 1. A multilayered microfluidic chip: a layer-by-layer model (а), a photo image (б), and а schematic model (в).

a в

б
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разных фокусных плоскостей в нескольких спек-

тральных каналах. Необходимость сканирования 

по фокусу обусловлена развитым рельефом микро-

фильтрующей мембраны, на которой расположены 

микросферы. С помощью данной эксперименталь-

ной установки анализировались флуоресцентные 

сигналы в трех спектральных каналах. Первый 

канал с длиной волны возбуждения λex_1=520  нм 

и длиной волны эмиссии λem_1=578 нм предназначен 

для детекции флуоресцентного свечения от конъю-

гатов вторичных антител anti-IgG с флуорофором 

фикоэритрин (PE). Данные конъюгаты являются 

завершающим слоем иммунного комплекса анти-

ген–антитело–вторичное антитело с флуорофором, 

образуемого на поверхности микросфер, и, таким 

образом, интенсивность флуоресцентного сигна-

ла от них отображает количество (концентрацию) 

искомых антител в пробе. Второй и третий флуо-

ресцентные каналы предназначены для детекции 

паспортных флуорофоров, входящих в состав 

мик росфер. Длина волны возбуждения этих флуо-

рофоров составляет λex_2&3=623  нм, а длины волн 

эмиссии — λem_2=661 нм и λem_3=710 нм. Получаемые 

в данных спектральных каналах микрофотографии 

использовали для точного определения положения 

и размера каждой микросферы на изображении.

Апробация методики на образцах 

сыворотки крови человека

Для построения калибровочного графика были 

взяты образцы стандартных растворов сывороток-

калибраторов — растворов антител IgG из указан-

ного ранее коммерческого набора «Вектор-Бест». 

Калибраторы разводили фосфатным солевым бу-

ферным раствором (рН 7,4; BioRad, США). Конеч-

ные концентрации составили 0,0; 0,5; 1,0; 6,25; 12,5; 

25,0 и 50,0 BAU/мл.

Для валидации методики использованы образ-

цы коллекции сыворотки крови добровольцев 

(n=13 и n=14 для групп с низким и высоким значе-

нием КП соответственно).

Предварительно активировали карбоксильные 

группы на поверхности микросфер добавлени-

ем раствора EDC (16,67  мг/мл) и раствора NHS 

(10,0 мг/мл) в MES-буфере, полученную смесь инку-

бировали при перемешивании (ротор-шейкер Multi 

Bio RS-24, Biosan, Латвия) и комнатной температу-

ре в течение 30 мин.

К активированным микросферам добавляли 

0,2 мл фосфатного буферного раствора. Суперна-

тант, содержащий продукты активации, удаляли, 

при этом микросферы удерживали при помощи 

магнитного держателя. Активированные микро-

сферы ресуспендировали в 0,1 мл фосфатного бу-

фера в микроцентрифужных пробирках (Eppendorf, 

Германия); в пробирки добавляли 0,1 мл раствора 

RBD-фрагмента S-белка; конечная концентрация 

белка в реакционной смеси составляла 0,1 мг/мл. 

Пробирки помещали на мешалку и инкубировали 

при встряхивании в течение 1 ч при комнатной тем-

пературе в темноте. Для блокировки непрореаги-

ровавших карбоксильных групп по истечении вре-

мени инкубации из пробирок удаляли супернатант, 

при этом микросферы, конъюгированные с RBD-

фрагментом S-белка, удерживали при помощи 

магнитного держателя, и добавляли 0,1 мл раство-

ра бычьего сывороточного альбумина (BSA, Sigma 

Aldrich, США) в концентрации 0,1 мг/мл. 

Пробирки помещали на мешалку и инкубирова-

ли при встряхивании в течение 1 ч при комнатной 

температуре в темноте, после этого конъюгаты 

микросфер и RBD-фрагмента S-белка удержива-

ли на магнитном держателе, удаляли супернатант 

и к полученным конъюгатам добавляли 0,1  мл 

подготовленного раствора калибранта или опыт-

ной сыворотки крови человека, предварительно 

разведенной фосфатным буферным раствором 

(в соотношении 1:10). Пробирки снова помещали на 

мешалку и инкубировали при встряхивании в тече-

ние 45 мин при комнатной температуре в темноте, 

микросферы удерживали на магнитном держателе, 

удаляли супернатант и к микросферам добавля-

ли вторичные антитела anti-IgG с флуоресцентной 

меткой фикоэритрин (Invitrogen, США) в разведе-

нии 1:100. Повторяли инкубацию при встряхивании 

в течение 45 мин при комнатной температуре в тем-

ноте. Микросферы удерживали на магнитном дер-

жателе, супернатант удаляли, к микросферам до-

бавляли 0,2  мл фосфатного буферного раствора, 

ресуспендировали в 0,2  мл буфера для хранения 

(Bioplex, BioRad, США) и хранили при 4°С.

Пробу суспензии микросфер объемом 50  мкл 

наносили на мембрану микрофлюидного чипа. 

Жид кость удаляли под мембраной с помощью ла-

бораторного вакуумного насоса (Vacuubrand MD 

4C NT, Германия). Чип помещали на предметный 

столик флуоресцентного микроскопа и анализиро-

вали полученные максимумы флуоресценции. 

Статистический анализ

Статистический анализ проводили с использо-

ванием пакета программ Statistica 10.0 (Statsoft Inc., 
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2011, CA, США). Для оценки нормальности распреде-
ления данных использовали тест Шапиро–Уилка. Так 
как распределение данных, вошедших в анализ, было 
отличным от нормального, то их представляли в виде 
медианы (Q2) и интерквартильного размаха (Q1–Q3). 
Для сравнения двух несвязанных выборок применя-
ли тест Манна–Уитни. Определение прогностической 
эффективности проводили при помощи ROC-анали-
за. Результаты считали значимыми при p <0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Объекты (участники) исследования

Объектом исследования были добровольцы, 
разделенные на две группы. 

Первая группа (n=13) — условно здоровые 
добровольцы обоего пола в возрасте от 18 лет 
и старше, без жалоб на состояние здоровья, без 
перенесенной новой коронавирусной инфекции 
(на основании анамнеза и оценки уровня IgG и IgM 
к SARS-CoV-2) и гиперчувствительности к компо-
нентам вакцины в анамнезе. 

Вторая группа (n=14) — добровольцы обоего 
пола, в возрасте от 18 лет и старше, перенесшие 
новую коронавирусную инфекцию и имеющие под-
твержденный высокий уровень IgG к SARS-CoV-2.

Формирование коллекции образцов

В условиях пандемии сложным этапом является 
подбор доноров образцов крови, не содержащих 

антитела к циркулирующему инфекционному аген-

ту SARS-CoV-2. В связи с этим образцы сыворот-

ки крови потенциально здоровых добровольцев 

первой группы (n=13) тестировали на содержание 

IgG, а также IgM. Анализ на наличие IgM необходим 

для исключения из контрольной группы пациентов 

на начальной стадии заболевания. Согласно полу-

ченным данным, все 13 образцов коллекции не со-

держали антител (IgM, IgG) к SARS-CoV-2. В то же 

время все образцы коллекции второй группы (n=14) 

содержали IgG. Коэффициент позитивности IgG 

в группе перенесших коронавирусную инфекцию 

в 9–300 раз превышал таковой в группе условно 

здоровых добровольцев (p <0,001). Измеренные ме-

тодом ИФА концентрации IgG приведены на рис. 2. 

Схема проведения анализа

Для проведения исследований нами была раз-

работана следующая схема анализа. 

1.  В отдельных пробирках (1.1) активация карбо-

ксильных групп флуоресцентных микросфер 

и отмывка от остаточных продуктов активации; 

(1.2) блокировка сайтов неспецифического свя-

зывания антител на поверхности микросфер 

добавлением раствора BSA; (1.3) ковалентное 

связывание RBD-фрагмента S-белка с активи-

рованными карбоксильными группами на по-

верхности микросфер и отмывка от непрореа-

гировавших компонентов; (1.4) связывание IgG 

из опытных образцов путем инкубации в них 

микросфер с комплексами антиген–антитело; 

(1.5) добавление вторичных антител anti-IgG 

с флуоресцентной меткой (фикоэритрин) для 

визуализации иммунного комплекса. 

2.  Нанесение образца микросфер с комплексами 

антиген–антитело–вторичное антитело с меткой 

на мембрану микрофлюидного чипа. 

3.  Помещение чипа в систему флуоресцентной ви-

зуализации. 

4.  Анализ флуоресценции с помощью програм-

много обеспечения. 

В текущем исполнении этапы 1.1–1.5 проводят-

ся в индивидуальных пробирках и ручном режиме. 

Однако использование микрофлюидных техноло-

гий и микрофлюидных чипов класса «лаборатория-

на-чипе», уже предлагаемых авторами данного 

исследования ранее [7], в дальнейшем могут по-

зволить реализовать полную автоматизацию про-

цесса большого спектра анализов на выявление 

антител или белковых маркеров в биологической 

пробе пациента. 

Рис. 2. Сравнение коэффициента позитивности для IgG 
в образцах сыворотки крови в исследуемых группах.
Примечание. Точки — исходные данные, ящичная диаг-
рамма — медиана, Q1–Q3 и интервал без выбросов. 

Fig. 2. Comparison of IgG CoP in the serum samples by 
groups.
Note: The points are raw data. Box plots: line — the median; 
box borders — the 25% and 75% quartiles; whiskers  —  
the non-outlier range.
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Флуоресцентная микроскопия

Образование иммунных комплексов между RBD-

фрагментом S-белка и IgG сыворотки крови на по-

верхности микросфер было подтверждено данны-

ми флуоресцентной микроскопии (рис. 3). 

На основании построенного по результатам флуо-

ресцентной микроскопии калибровочного графи-

ка показана прямая линейная зависимость между 

концентрацией IgG в анализируемом образце и ин-

тенсивностью светимости микросфер, инкубиро-

ванных с данным образцом (R2 0,963). Линейность 

сохранялась в диапазоне концентраций IgG от 0,5 

до 50,0 BAU/мл.

Результаты апробации методики 

на образцах сыворотки крови человека

При оценке интенсивности флуоресценции вто-

ричных антител anti-IgG в составе иммунных комп-

лексов при образовании последних на поверхности 

микросфер было выявлено, что уровень светимости 

микросфер прямо пропорционален значениям КП 

IgG. Интенсивность данной флуоресценции в группе 

с высокими значениями КП IgG (медиана 7187,0, ми-

нимум-максимум 188,5–23019,0) была статистически 

значимо выше, чем в группе с низким КП (медиана 

интенсивности свечения 371,3, минимум-максимум 

129,7–9632,1) (p=0,039); рис. 4. 

Оценка диагностической значимости

Для оценки диагностических характеристик раз-

рабатываемой тест-системы в сравнении со стан-

дартным референтным методом ИФА проведен ROC-

анализ. Согласно результатам анализа, тест-система 

обладает хорошей прогностической ценностью: пло-

щадь под кривой (AUC) 70,3%; точка отсечения: ин-

тенсивность флуоресценции 5754,0; чувствитель-

ность 0,571; специфичность 0,846 (рис. 5). 

Рис. 5. ROC-кривая для тест-системы. 

Fig. 5. A ROC curve for the test system.

Рис.  3. Изображение реакционной мембраны мик ро-
флюидного чипа с проявленными флуоресцентны-
ми микросферами; в выноске — фрагмент мембраны 
с дополнительным увеличением (×4). Изображение по-
лучено в паспортном канале микросфер. 

Fig. 3. The reaction membrane of a microfluidic chip with 
detected fluorescent microspheres on the membrane 
(a fragment of the membrane is magnified, ×4). The image 
was obtained in the ‘passport’ channel of microspheres.

Рис. 4. Сравнение интенсивности флуоресценции вто-
ричных антител anti-IgG в составе иммунных комплек-
сов при образовании последних на поверхности мик-
росфер в группах с низкими (IgG-) и высокими (IgG+) 
значениями коэффициента позитивности IgG.
Примечание. Точки — исходные данные, ящичная диаг-
рамма — медиана, Q1–Q3 и интервал без выбросов. 

Fig. 4. Comparison of the fluorescence intensity of 
secondary anti-IgG antibodies in the immune complexes 
formed on the microspheres’ surface in the groups with low 
(IgG(-)) and high (IgG(+)) IgG CoP values.
Note: The points are raw data. Box plots: line — the median; 
box borders — the 25% and 75% quartiles; whiskers — 
the non-outlier range.
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ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время в мире растет интерес к со-

зданию «лабораторий-на-чипе» (lab-on-a-chip), ко-

торые позволяют одновременно определять не-

с колько биохимических или иммунологических 

показателей с использованием минимального ко-

личества анализируемого образца и максималь-

ным уровнем автоматизации процесса проведения 

анализа [7]. В случае COVID-19 имеется потенци-

альная возможность объединить высокую ско-

рость ИФА с большим количеством определяемых 

данным методом биомаркеров [8, 9]. В частности, 

подобные решения были предложены для нуклео-

капсидного белка [10], IgM и IgG [11], общих антител 

к SARS-CoV-2 [12]. В то же время ИФА обладает ря-

дом ограничений и недостатков. Например, нали-

чие градиента определяемых концентраций анали-

та в разных по положению лунках планшета может 

привести к занижению или завышению истинной 

концентрации аналита в зависимости от конструк-

ции тест-системы. При использовании наиболее 

распространенных планшетных тест-систем не-

возможно определить несколько аналитов в одном 

образце единовременно. 

Использование флуоресцентно меченых мик-

росфер в сочетании с микрофлюидным чипом 

позволит преодолеть данные ограничения. Как 

было отмечено ранее, уровень IgG к SARS-CoV-2 

используется для оценки напряженности постин-

фекционного и поствакцинального иммунитета. 

Взаимодействие вируса SARS-CoV-2 с мембраной 

клетки-хозяина обусловлено наличием S-белка, 

в частности его RBD-фрагмента, мутации в котором 

привели к появлению британского и индийского ва-

риантов SARS-CoV-2 [13], устойчивых к антителам 

против варианта Омикрон [14, 15]. В связи с этим для 

разработки диагностических COVID-19-тест-сис-

тем представляют интерес IgG, вырабатываемые 

именно к RBD-фрагменту S-белка. В предложен-

ной нами тест-системе успешно реализована флуо-

ресцентная детекция специфического иммунного 

взаимодействия антител в биологических образцах 

с ковалентно связанным на поверхности микро-

сфер RBD-фрагментом S-белка варианта B.1.617.2 

Каппа вируса SARS-CoV-2. Данный вариант ви-

руса, впервые обнаруженный в Индии в декабре 

2020 года, ассоциирован с подъемом заболеваемо-

сти COVID-19 в 2021 году. Для апробации описыва-

емой тест-системы использован белок именно дан-

ного штамма как наиболее актуальный на момент 

проведения исследования. В то же время одна из 

основных идей создания подобной тест-системы — 

это переход к мультиплексному тестированию. 

Таким образом, в дальнейшем предполагает-

ся размещение различных вариантов антигенов 

SARS-CoV-2 на собственном типе микросфер. 

Разные типы микросфер в данной логике имеют 

собственные спектральные «паспорта», по кото-

рым и происходит их идентификация. Использо-

вание в диагностической тест-системе различных 

вариантов антигенов позволит установить, каким 

именно штаммом вируса был инфицирован паци-

ент, а также спрогнозировать тип и характер фор-

мирования иммунитета. Таким образом, возможно 

создание полноценной диагностической «лабора-

тории-на-чипе».  

Ограничения исследования

Представленная тест-система для измерения 

уровня IgG к SARS-CoV-2 в сыворотке крови че-

ловека требует валидации на большей выборке 

для предоставления заключения о возможности 

использования в клинико-лабораторной диагнос-

тике COVID-19, что планируется выполнить в даль-

нейших исследованиях. Параметры уровня IgG 

могут варьировать в зависимости от ряда факто-

ров, таких как наличие в анамнезе недавней или 

отдаленной инфекции COVID-19, вакцинации и т.д. 

В задачи данной работы не входило изучение 

вклада данных факторов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе данного исследования была разработана 

микрофлюидная тест-система на основе флуорес-

центных микросфер, содержащих иммобилизован-

ный RBD-фрагмент S-белка SARS-CoV-2, для имму-

нофлуоресцентного обнаружения IgG в сыворотке 

крови человека. При калибровке системы выявле-

на прямая зависимость между концентрацией IgG 

в стандартных растворах известной концентрации 

и флуоресцентным сигналом. Система апробиро-

вана на образцах сыворотки крови добровольцев, 

содержащих различный уровень IgG к SARS-CoV-2, 

показана ее прогностическая ценность. На данном 

этапе продемонстрирована сопоставимость дан-

ной тест-системы с классическим методом ИФА. 

В то же время возможность мультиплексирования 

системы делает ее намного перспективнее ИФА. 

Полученные в ходе данной работы результа-

ты позволяют позиционировать флуоресцентную 

тест-систему на чипе как количественный метод 

оценки содержания IgG к SARS-CoV-2.
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