
569

Оригинальные статьи
Original articles

Медицинская иммунология
2024, Т. 26, № 3,  
стр. 569-576

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2024, Vol. 26,  3, pp. 569-576

1 page

Адрес для переписки:

Черепович Богдан Сергеевич
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт  
вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова»
115088, Россия, Москва, ул. 1-я Дубровская, 15.
Тел.: 8 (495) 674-54-97.
E-mail: bogdancherepovich@mail.ru

Address for correspondence:

Bogdan S. Cherepovich
I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera
15 1st Dubrovskaya St
Moscow
115088 Russian Federation
Phone: +7 (495) 674-54-97.
E-mail: bogdancherepovich@mail.ru

Образец цитирования: 

Б.С. Черепович, А.М. Кудряшова, Н.П. Карташова, 
А.В. Грачева, В.А. Мануйлов, И.А. Ленева, 
О.В. Борисова, О.А. Свитич «Псевдонейтрализующий 
тест для доклинических исследований вакцин против 
SARS-CoV-2» // Медицинская иммунология, 2024. Т. 26, 
№ 3. С. 569-576. doi: 10.15789/1563-0625-PTF-2905

© Черепович Б.С. и соавт., 2024 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

B.S. Cherepovich, A.M. Kudryashova, N.P. Kartashova, 
A.V. Gracheva, V.A. Manuilov, I.A. Leneva, O.V. Borisova, 
O.A. Svitich “Pseudoneutralizing test for preclinical studies 
of vaccines against SARS-CoV-2”, Medical Immunology 
(Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2024, Vol. 26, no. 3, 
pp. 569-576. doi: 10.15789/1563-0625-PTF-2905

© Cherepovich B.S. et al., 2024 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.15789/1563-0625-PTF-2905

ПСЕВДОНЕЙТРАЛИЗУЮЩИЙ ТЕСТ ДЛЯ ДОКЛИНИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ ВАКЦИН ПРОТИВ SARS-CoV-2
Черепович Б.С.1, Кудряшова А.М.1, Карташова Н.П.1, Грачева А.В.1, 
Мануйлов В.А.2, Ленева И.А.1, Борисова О.В.1, Свитич О.А.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 
Россия  
2 ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени Н.Ф. Гамалеи» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Цель данного исследования – оценка эффективности конкурентного иммуноферментного 
метода, определяющего антитела, специфически связывающие рецептор-связывающий домен субъе-
диницы S1 шиповидного белка коронавируса SARS-CoV-2 и блокирующие образование инициатор-
ного инфицирующего комплекса между RBD и ангиотензин-превращающим ферментом 2 (псевдо-
нейтрализующий тест, ПНТ) на стадии доклинических исследований вакцины против SARS- CoV- 2.

Исследовали 37 сывороток крови животных (8 коров, 10 собак, 19 трансгенных мышей линии 
B6.Cg-Tg(K18-ACE2)2Prlmn/HEMI Hemizygous for Tg(K18-ACE2)2Prlmn, самки и самцы (Jackson 
ImmunoResearch, West Grove, PA, США)), иммунизированных кандидатными вакцинными препара-
тами против COVID-19, содержащими белок Spike SARS-CoV-2. В данном исследовании использо-
вали 3 метода определения антител к вирусу SARS-CoV-2, а именно: 1) псевдонейтрализующий тест 
(ПНТ) для выявление антител, блокирующих взаимодействие RBD и АСE-2; 2) реакцию нейтрали-
зации (РН) для выявления вируснейтрализующих антител и 3) твердофазный иммуноферментный 
анализ для определения антител класса G к RBD SARS-CoV-2. Результаты выражались, соответствен-
но, в виде коэффициента подавления (КП), титра вируснейтрализующих антител (ВНА) и индекса 
позитивности (ИП).

Полученные данные показывают выраженную, статистически значимую корреляцию между ре-
зультатами, полученными иммуноферментными методами с титрами ВНА, определенными в виру-
сологической РН в исследуемых группах животных. Так, коэффициент Спирмена, определенный для 
корреляции между титрами ВНА и КП, составил, соответственно, 0,9151; 0,8085 и 0,9207 для собак, 
трансгенных мышей и коров. Коэффициент Спирмена для титров ВНА и ИП составил 0,8854 и 0,8955 
для собак и трансгенных мышей. Таким образом, для целей оценки иммуногенности вакцинных пре-
паратов в настоящем исследовании, адекватными и безопасными аналогами РН являются оба мето-
да – ИФА для определения IgG к RBD и ПНТ для определения антител, блокирующих образование 
комплекса между RBD и ACE-2. Однако преимуществом ПНТ является его универсальность, исклю-
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чающая необходимость использования различных конъюгатов для выявления антител в сыворотках 
крови разных видов животных.

Данные, полученные нами для образцов трех видов животных (трансгенных мышей, собак и ко-
ров), хорошо соотносятся с аналогичными, полученными нами и другими исследователями для сыво-
роток крови людей и демонстрирующими высокую корреляцию между результатами ПНТ-подобных 
конкурентных тестов для определения антител, блокирующих образование комплекса RBD и ACE-2, 
с результатами определения ВНА в вирусологической РН. Следовательно, предлагаемый в настоящей 
работе ПНТ может найти применение при проведении доклинических и клинических испытаний 
кандидатных вакцинных и лекарственных препаратов.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, твердофазный ИФА, вируснейтрализующие антитела, псевдонейтрализующий 
тест, сыворотки крови животных

PSEUDONEUTRALIZING TEST FOR PRECLINICAL STUDIES 
OF VACCINES AGAINST SARS-CoV-2
Cherepovich B.S.a, Kudryashova A.M.a, Kartashova N.P.a, 
Gracheva A.V.a, Manuilov V.A.b, Leneva I.A.a, Borisova O.V.a,  
Svitich O.A.a
a I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  
b N. Gamaleya Research Center of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. The purpose of this study was to evaluate efficiency of a competitive enzyme immunoassay which 
specifically detects antibodies that recognize the receptor-binding domain at the S1 subunit of SARS-CoV-2 
coronavirus spike protein and block the formation of initiator infection complex between RBD and angiotensin-
converting enzyme 2 (pseudo-neutralizing test, PNT) being applied at the stage of preclinical studies of anti-
SARS-CoV-2 vaccine. 

We studied 37 animal blood sera (8 cows, 10 dogs) as well as 19 male and female transgenic mice of the 
B6.Cg-Tg(K18-ACE2)2Prlmn/HEMI line hemizygous for Tg(K18-ACE2)2Prlmn (Jackson Immunoresearch, 
West Grove, PA, USA)) immunized with candidate COVID-19 vaccine preparations containing SARS-CoV-2 
Spike protein. In this study, 3 techniques were used for detection of antibodies to SARS-CoV-2 virus, as follows: 
1) a pseudo-neutralizing test (PNT) to detect antibodies that block interaction between RBD and ACE-2; 
2) neutralization test (RN) to detect virus-neutralizing antibodies, and 3) enzyme-linked immunosorbent assay 
to detect class G antibodies to RBD SARS-CoV-2. The results were expressed, respectively, as the suppression 
quotients (SC), titers of virus-neutralizing antibodies (VNA), and the positivity index (IP). 

The data obtained show a pronounced, statistically significant correlation between the results obtained by 
immunoassay methods with VNA titers determined in the studied animals by the virological neutralization test. 
E.g., the Spearman correlation quotients for VNA and SC titers, were, respectively, 0.9151; 0.8085, and 0.9207 
for dogs, transgenic mice and cows. The Spearman quotient for VNA and PI titers was 0.8854 and 0.8955 for 
dogs and transgenic mice. Thus, in order to evaluate immunogenicity of vaccine preparations in our study, both 
methods are adequate and safe analogues to RN-ELISA for determination of IgG to RBD and PNT aoming 
for detection of antibodies blocking the formation of RBD/ACE-2 complex. However, the advantage of PNT 
is its versatility, eliminating the need to use different conjugates to detect antibodies in blood sera of different 
animal species.

The data obtained for samples of three animal species (transgenic mice, dogs and cows) well agree with 
similar data obtained by us and other researchers for human blood sera, thus demonstrating high correlation 
between the results of PNT-like competitive tests to determine antibodies that block the formation of the 
RBD/ACE-2 complex, with VNA results in virologic neurtralization test (RN). Therefore, the proposed PNT 
technique may be used in preclinical and clinical trials of candidate vaccines and drugs.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, solid-phase ELISA, virus-neutralizing antibodies, pseudo-neutralizing test, blood serum, 
animals
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Введение 
Титр вируснейтрализующих антител (ВНА) 

является основным серологическим параметром, 
используемым для оценки эффективности им-
мунизации против SARS-CoV-2 [6, 9]. Титр ВНА 
определяется при помощи реакции нейтрали-
зации (РН), результатом которой является по-
следнее разведение анализируемой сыворотки, 
в котором антитела предотвращают репликацию 
живого вируса в пермиссивной для него компе-
тентной культуре клеток [2]. Метод является тру-
дозатратным и требует соблюдения условий био-
безопасности. В связи с этим предпринимаются 
попытки создания эффективного и безопасного 
метода определения ВНА без использования жи-
вого вируса. 

В ранее опубликованной нами работе [7] сы-
воротки крови пациентов, иммунизированных 
вакциной «Спутник V» [6], были протестированы 
параллельно в РН на культуре клеток Vero [4] и в 
псевдонейтрализующем тесте (ПНТ) [7]. ПНТ – 
конкурентный иммуноферментный метод, по-
зволяющий определять антитела, специфически 
связывающие RBD-домен (рецептор-связываю-
щий домен субъединицы S1 шиповидного бел-
ка) коронавируса SARS-CoV-2 и блокирующие 
образование инициаторного инфицирующего 
комплекса между RBD и белком клеток человека 
ACE2 (ангиотензин-превращающий фермент 2). 
Коэффициент корреляции между титрами, полу-
ченный для ПНТ и РН, составил 0,86 (95% ДИ: 
0,79-0,90, р < 0,0001) [7], что указывает на то, что 
ПНТ является привлекательной альтернативой 
классической вирусологической РН. Метод ПНТ 
не различает изотипы иммуноглобулинов (IgG, 
IgM и пр.) и определяет наличие в образце лю-
бых антител или препаратов, которые обладают 
нейтрализующим действием в отношении обра-
зования комплекса RBD-ACE2. Важным момен-
том является то, что твердофазный иммунофер-
ментный анализ обладает ценовой доступностью 
и высокой пропускной способностью. Кроме 
того, поскольку ПНТ не является видоспеци-
фичным (определяет ВНА любых иммунных к 
SARS-CoV-2 животных), он выглядит особенно 
перспективным для применения в рамках докли-
нических исследований (ДКИ) вакцин против 
SARS-CoV-2 на животных моделях.

В настоящем исследовании мы приводим 
сравнительный анализ данных, полученных в 
классической РН и в ПНТ для образцов сыворо-
ток крови животных (трансгенных мышей, коров 
и собак) на стадии ДКИ экспериментальных вак-
цинных препаратов против COVID-19, содержа-
щих белок Spike SARS-CoV-2. 

Материалы и методы 
Сыворотки животных
Исследовали 37 сывороток крови животных 

(8 коров, 10 собак, 19 трансгенных мышей линии 
B6.Cg-Tg(K18-ACE2)2Prlmn/HEMI Hemizygous 
for Tg(K18-ACE2)2Prlmn, самки и самцы (Jackson 
ImmunoResearch, West Grove, PA, США)), им-
мунизированных кандидатными вакцинными 
препаратами против COVID-19, содержащими 
белок Spike SARS-CoV-2. Образцы предоставле-
ны разработчиком указанных препаратов ООО 
«Фирн М» (Россия). Сыворотки аликвотиро-
вали по 100 мкл и хранили при -20 °С. Все экс-
перименты проведены в соответствии с «Пра-
вилами проведения работ с использованием 
экспериментальных животных» (Приложение к 
приказу Министерства здравоохранения СССР 
от 12.08.1977 № 755) и «Европейской конвенцией 
о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных целях» от 
18.03.1986. 

Реакция нейтрализации
Использовали лабораторный штамм SARS-

CoV-2 Dubrovka (GenBank: MW514307.1), вы-
деленный из назофарингеального мазка боль-
ного СOVID-19 на культуре клеток Vero CCL81 
(ATСС) из коллекции НИИВС им. И.И. Меч-
никова. Для проведения РН клетки Vero CCL81 
предварительно культивировали в 96-луночных 
планшетах при 37 °С в питательной среде DМЕМ 
на основе буфера Эрла (НПП «ПанЭко», Россия) 
с добавлением 5% эмбриональной телячьей сы-
воротки (Gibco, США), 300 мкг/мл L-глутамина 
(НПП «ПанЭко», Россия), 40 мкг/мл гентами-
цина (НПП «ПанЭко», Россия) в атмосфере с 5% 
СО2 в течение 72 часов до образования монослоя. 

Перед постановкой РН образцы сывороток 
размораживали, прогревали при 56 °С в течение 
30 минут, готовили последовательные двукрат-
ные разведения средой для культиивирования 
без эмбриональной сыворотки. Разведения сы-
вороток смешивали с равным объемом вирусного 
материала SARS-CoV-2 в титре 2 × 103 ТЦД50/мл 
в той же среде. Из планшета с 3-дневным моно-
слоем клеток Vero удаляли среду, в лунки вноси-
ли смесь вируса и сыворотки в 4 повторах по 100 
мкл (доза вируса – 100 ТЦД50 на лунку) в раз-
ведении 1/20-1/2056 и инкубировали в течение 5 
сут. при 37 °C в атмосфере с 5% CO2. В качестве 
контролей использовали: клеточный контроль 
(незараженная клеточная культура), вирусный 
контроль (клетки, зараженные рабочим разведе-
нием вируса), контроль сыворотки (сыворотка в 
разведении 1:20), контроль дозы (пятикратные 
разведения вируса). Учет результата РН проводи-
ли визуально путем микроскопического исследо-
вания клеток. При визуальном учете нейтрализу-
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ющим титром сыворотки (титром ВНА) считали 
обратное значение ее последнего разведения, в 
котором признаков ЦПД не обнаруживалось в 2 
или более лунках.

Определения антител класса G к RBD SARS-
CoV-2

Рекомбинантный антиген RBD SARS-CoV-2 
(ООО «Хайтест», Россия, кат. № 8COV1) в кон-
центрации 2 мкг/мл в 100 мМ карбонатно-бикар-
бонатном буфере (рН 9,6) вносили по 100 мкл в 
лунки 96-луночного планшета (Corning, США, 
кат. №2592) и выдерживали в течение 18 часов 
при температуре 4-8 °C. Затем удаляли раствор 
из лунок планшет, планшеты промывали 1 раз 
дистиллированной водой и вносили по 150 мкл 
блокирующего раствора, представляющего собой 
0,02 М фосфатный буферный раствор, содержа-
щий 5% сахарозы, 0,09% казеината натрия, 0,05% 
Tween 20. После инкубирования планшета в те-
чение 1,5 часов при комнатной температуре уда-
ляли блокирующий раствор и высушивали лунки 
планшета (иммуносорбента). 

При проведении анализа в лунки иммуносор-
бента вносили образцы сывороток в разведении 
1/100 в 0,02 М фосфатном буферном растворе 
(рН 7,2), содержащем 0,2% бычьего сывороточ-
ного альбумина и 0,05% Tween 20. После инкуби-
рования в течение 30 минут при 37 °С и отмывки 
вносили для определения антител в сыворотках 
крови мышей 100 мкл конъюгата антител к IgG 
мыши с пероксидазой хрена (ООО «ИМТЕК», 
Россия); к сыворотке собак – 100 мкл конъюга-
та белка А с пероксидазой (Sigma-Aldrich, Герма-
ния) (в сыворотках коров IgG не определяли, см. 
ниже). Повторяли этап инкубирования и вноси-
ли по 100 мкл 33 мМ цитратного буферного рас-
твора рН 4,0, содержащего 0,01% перекиси во-
дорода и 0,5 мМ 3,3’,5,5’-тетраметилбензидина. 
Через 15 мин реакцию останавливали добавлени-
ем 100 мкл 2N серной кислоты, измеряли опти-
ческую плотность (ОП) в двухволновом режиме 
при основной длине волны 450 нм и длине волны 
сравнения 680 нм.

Результаты выражали в виде индекса позитив-
ности (ИП):

ИП = ОПобразца/ОПпорог. , 

где ОПпорог. = ОПср. К- +3σ, ОПср. К- – среднее 
арифметическое значение регистрируемого сиг-
нала для выборки образцов неиммунизирован-
ных животных, σ – стандартное отклонение. Об-
разец считали содержащим антитела к RBD Spike 
SARS-CoV-2 при ИПобр. ≥ 1.

Выявление антител, блокирующих взаимодей-
ствие RBD и АСE-2 (псевдонейтрализующий тест)

Рекомбинантный антиген ACE-2 (Vazyme 
Technologies, Китай, кат. № CG206) в концентра-
ции 2 мкг/мл в 100 мМ карбонатно-бикарбонат-

ном буфере рН 9,6 вносили по 100 мкл в лунки 
планшет и выдерживали в течение 18 часов при 
температуре 4-8 °C. Затем удаляли раствор из лу-
нок планшет, планшеты промывали 1 раз дистил-
лированной водой, вносили по 150 мкл блокиру-
ющего раствора, представляющего собой 0,02 М 
фосфатный буферный раствор, содержащий 5% 
сахарозы, 0,09% казеината натрия, 0,05% Tween 
20. После инкубирования планшета в течение 1,5 
часов при комнатной температуре, удаляли бло-
кирующий раствор и высушивали лунки имму-
носорбента. 

При проведении анализа в лунки другого (чи-
стого) планшета вносили по 50 мкл образцов сы-
вороток в разведении 1/10 в 0,02 М фосфатном 
буферном растворе рН 7,2, содержащем 0,2% 
бычьего сывороточного альбумина, 0,05% Tween 
20, а также 50 мкл рекомбинантного белка Spike, 
конъюгированного с пероксидазой хрена (Vazyme 
Technologies, Китай, кат. № CG204H-00H-C1) в 
том же буферном растворе в разведении 1/150. 
После инкубирования в течение 30 минут при 
37 °С смесь переносили в лунки иммуносорбента 
и инкубировали еще 30 минут при 37 °С. Внесе-
ние субстратной буферной смеси, остановку ре-
акции и измерение ОП проводили аналогично 
описанному для определения антител класса G к 
RBD SARS-CoV-2. 

Для каждого образца рассчитывали коэффи-
циент подавления (КП, %) по формуле:

где ОПср. (К-) – среднее арифметическое зна-
чение ОП для группы неиммунизированных жи-
вотных; ОПобр. – значение ОП для тестируемого 
образца. Образец считали содержащим антитела, 
блокирующие взаимодействие RBD и ACE-2, в 
случае КП ≥ КПотр. ср.-3σ, где КПотр. ср. – среднее 
арифметическое значение КП для группы неим-
мунизированных животных, σ – стандартное от-
клонение. 

Статистическая обработка данных
Для оценки корреляции между количествен-

ными характеристиками, полученными разными 
методами, использовали коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена. Доверительный интервал 
оценивали при р < 0,05. Полученные данные ана-
лизировали с помощью программного обеспече-
ния Microsoft Excel, GraphPad Prism.

Требования к безопасности работ
Все работы с вирусом SARS-CoV-2 прово-

дили в условиях, отвечающих требованиям без-
опасности работ с патогенными биологическими 
объектами II группы патогенности. Сотрудни-
ки, работающие с вирусом, прошли инструктаж 
по технике безопасности и имеют действующее 
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ТАБЛИЦА 1. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АНТИТЕЛ МЕТОДАМИ ИФА, ПНТ И РН В СЫВОРОТКЕ КРОВИ СОБАК И КОРОВ
TABLE 1. DETERMINATION OF ANTIBODIES BY ELISA, PNT AND RN IN THE BLOOD SERUM OF DOGS AND COWS

Собаки
Dogs

№
No.

До имм. 
Before imm.

После имм.
After imm.

До имм. 
Before imm.

После имм. 
After imm.

До имм.
Before imm.

После имм.
After imm.

IgG к RBD, ИП 
IgG to RBD, PI

IgG к RBD, ИП 
IgG to RBD, PI

КП , %
SC, %

КП , %
SC, %

ВНА, титр
VNA, titer

ВНА, титр
VNA, titer

1 1,1 27,1 0,0 98,9 < 10 640,0

2 1,9 3,3 8,6 76,4 < 10 20,0

3 0,3 30,8 6,9 97,6 < 10 1280,0

4 1,1 5,2 4,0 78,4 < 10 20,0

5 0,7 12,5 0,0 86,7 < 10 40,0

6 0,6 10,0 9,5 88,8 < 10 40,0

7 0,3 7,2 0,0 84,9 < 10 40,0

8 0,5 24,2 3,1 84,5 < 10 20,0

9 0,4 13,3 0,0 91,8 < 10 20,0

10 0,3 7,2 4,1 68,0 < 10 10,0
Коровы

Cows
1 – – 2,3 72,8 < 10 15,0

2 – – 3,1 89,7 < 10 60,0

3 – – 3,8 94,1 < 10 80,0

4 – – 0,9 66 < 10 15,0

5 – – 0,0 43,8 < 10 0,0

6 – – 2,6 73,6 < 10 60,0

7 – – 2,1 70,9 < 10 30,0

8 – – 0,0 30,4 < 10 20,0

Примечание. ИП – индекс позитивности; КП – коэффициент подавления; ВНА – вируснейтрализующие антитела, см. 
раздел «Материалы и методы» для определения; для сывороток коров определение IgG к RBD не проводили.

Note. PI, positivity index; SC, suppression coefficient; VNA, virus neutralizing antibody, see the section "Materials and methods" for 
determination; for cow serums, IgG to RBD was not determined.

удостоверение о повышении квалификации по 
программе «Бактериология. Вирусология. Био-
логическая безопасность», выданное ФКУН Рос-
НИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора.

Результаты
Образцы сывороток крови животных проте-

стировали параллельно в вирусологической РН и 
иммуноферментном ПНТ. Для собак и коров ана-
лизируемые парные образцы получены от живот-
ных до и после иммунизации (табл.  1). В случае 
трансгенных мышей в эксперименте участвовали 
две группы животных – контрольная группа и 
группа вакцинированных животных (табл. 2). Для 
образцов сывороток мышей и собак также опре-
деляли антитела класса G к RBD SARS-CoV-2 

(табл.  1, 2). Результаты представлены в таблицах 
1 и 2 и на рисунках 1 и 2. Результаты статистиче-
ской обработки результатов, представленных на 
рисунках 1 и 2 (корреляции между измеряемыми 
параметрами) суммированы в таблице 3.

Обсуждение
Полученные данные (рис.  1,  2; табл. 3) пока-

зывают выраженную, статистически значимую 
корреляцию между КП и ИП, полученных им-
муноферментными методами, с титрами ВНА, 
определенными в вирусологической РН в ис-
следуемых группах. Таким образом, для целей 
оценки иммуногенности вакцинных препаратов 
в настоящем исследовании, адекватными (и без-
опасными) аналогами РН являются оба метода – 
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Рисунок 1. График корреляция между концентрацией 
IgG к RBD (выраженном в ИП, ось X) и титром ВНА, 
полученным в РН (ось Y) в исследуемых сыворотках 
собак и трансгенных мышей линии B6.Cg-Tg(K18-
ACE2)2Prlmn/HEMI Hemizygous for Tg(K18-ACE2)2Prlmn
Примечание. Коэффициент корреляции между измеряемыми 
параметрами представлен в таблице 3.
Figure 1. Plot of the correlation between the concentration 
of IgG to RBD (expressed in PI, x-axis) and the VHA 
titer obtained in RN (y-axis) in the studied sera of dogs 
and transgenic mice B6.Cg-Tg(K18-ACE2)2Prlmn/HEMI 
Hemizygous for Tg(K18-ACE2)2Prlmn
Note. The correlation coefficient between the measured parameters is 
presented in Table 3.

Рисунок 2. График корреляции между результатами ПНТ 
(выражены в КП,%, ось X) и титром ВНА, полученным 
в РН (ось Y) исследуемых сывороток собак, мышей 
и коров 
Figure 2. Plot of the correlation between SC (X-axis) and VHA 
titer obtained in the RN (Y-axis) of the dog, mouse and cow sera 
tested

ТАБЛИЦА 2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АНТИТЕЛ В СЫВОРОТКЕ 
КРОВИ ТРАНСГЕННЫХ МЫШЕЙ ЛИНИИ B6.Cg-
Tg(K18-ACE2)2Prlmn/HEMI HEMIZYGOUS FOR Tg(K18-
ACE2)2Prlmn МЕТОДАМИ ИФА, ПНТ И РН
TABLE 2. DETERMINATION OF ANTIBODIES IN THE BLOOD 
SERUM OF TRANSGENIC MICE B6.Cg-Tg(K18-ACE2)2Prlmn/
HEMI HEMIZYGOUS FOR Tg(K18-ACE2)2Prlmn BY ELISA, 
PNT, AND RN 

Группы
Groups

№ 
живот
ного

Animal 
No.

IgG к 
RBD, ИП

IgG to 
RBD, IP

ВНА, 
титр
VNA,  
titer

КП, %
SC, %

Контроль
Control 1-4 0,52-0,75 ˂ 10 2,7-8,1

Опыт
Experiment

5 12,3 10 43,9

6 14,7 10 66,7

7 6,1 10 67,7

8 23,6 20 81,4

9 27,3 40 93,3

10 3,1 ˂ 10 72,1

11 15,1 10 72,9

12 29,4 20 62,9

13 12,8 10 48,5

14 7,2 ˂ 10 24,3

15 3,3 ˂ 10 20,3

16 0,8 ˂ 10 15

17 26,9 20 78,2

18 1,6 ˂ 10 0

19 4,8 10 44,5

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.

ИФА для определения IgG к RBD и ПНТ для 
определения антител, блокирующих образование 
комплекса между RBD и ACE-2. Однако пре-
имуществом ПНТ является его универсальность, 
исключающая необходимость использования 
различных конъюгатов для выявления антител в 
сыворотках крови разных видов животных.

Данные, полученные нами для образцов трех 
видов животных (трансгенных мышей, собак и 
коров), хорошо соотносятся с аналогичными, по-
лученными нами и другими исследователями для 
сывороток крови людей и демонстрирующими 
высокую корреляцию между результатами ПНТ-
подобных конкурентных тестов для определения 
антител, блокирующих образование комплекса 
RBD и ACE-2, с результатами определения ВНА 
в вирусологической РН [1, 5, 7, 8]. 

Собаки
Dogs

Трансгенные мыши
Transgenic mice
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ТАБЛИЦА 3. КОЭФФИЦИЕНТЫ КОРРЕЛЯЦИИ МЕЖДУ ИЗУЧАЕМЫМИ ПАРАМЕТРАМИ, РАССЧИТАННЫЕ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ КРИТЕРИЯ СПИРМЕНА
TABLE 3. CORRELATION COEFFICIENTS BETWEEN THE STUDIED PARAMETERS CALCULATED USING SPEARMAN’S TEST

Титр ВНА  
v. КП,

собаки
Titer VNA v. SC, 

dogs

Титр ВНА,  
v. КП, 
мыши

Titer VNA v. SC, 
mice

Титр ВНА  
v. КП,

коровы
Titer VNA v. SC, 

cows

Титр ВНА 
v. ИП,

собаки
Titer VNA v. PI, 

dogs

Титр ВНА  
v. ИП, 
мыши

Titer VNA v. PI, 
mice

Коэф. кореляции 
Spearman r 0,9151 0,8085 0,9207 0,8854 0,8955

95% доверительный 
интервал
95% confidence interval

0,7890-0,9672 0,5499-0,9257 0,7662-0,9746 0,7215-0,9553 0,7373-0,9606

P (twotailed) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Следует отметить, что в настоящем исследо-
вании анализировали образцы сыворотки крови 
животных, иммунизированных кандидатными 
вакцинными препаратами против COVID-19, со-
держащими белок Spike SARS-CoV-2 варианта 
«Ухань». Соответственно, в разработанном псев-
донейтрализующем тесте использовался рекомби-
нантный антиген RBD Spike SARS-CoV-2 (HyTest, 
RF, Cat.No.8COV1) соответствующий также вари-
анту «Ухань». Описываемый вариант ПНТ, однако, 
позволял выявлять антитела и в образцах людей, 
перенесших коронавирусную инфекцию вариан-

та «Омикрон» (результаты не опубликованы), од-
нако для обоснования универсальности метода в 
отношении различных вариантов коронавирусов 
требуются дополнительные исследования.

Заключение
Предлагаемый в настоящей работе ПНТ может 

найти применение при проведении доклиниче-
ских и клинических испытаний кандидатных вак-
цинных и лекарственных препаратов, а также для 
отбора плазмы доноров, переболевших COVID-19, 
собираемой в целях терапии [3, 9].
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