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РЕЗЮМЕ

Пандемия COVID-19 (coronavirus disease 2019) послужила стимулом к разра-
ботке высокоэффективных количественных методов оценки адаптивного 
иммунного ответа на вирус SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome-
related coronavirus 2).
С целью оценки гуморального звена иммунного ответа широко применяют 
различные методы детекции иммуноглобулинов классов А, М, G. Для оценки 
уровня Т-клеток, специфически отвечающих на антигены вируса SARS-CoV-2, 
наиболее доступным и эффективным методом представляется ELISPOT.
Цель работы. Оценить клеточный и гуморальный иммунитет при COVID-19 
у жи телей Республики Крым.
Методы. Выполнено исследование на 24 добровольцах: определяли нали-
чие антител к коронавирусу методом иммуноферментного анализа (ИФА) 
и наличие контакта с белками коронавируса методом ELISPOT «ТиграТест® 
SARS-CoV-2» (АО  «Генериум», Россия). Для  ретроспективного исследова-
ния гуморального иммунитета в популяции оценили 10  000  ИФА-тестов 
(ЗАО «ЭКОлаб» IgМ и IgG, Россия), выполненных в нашей лаборатории за пери-
од с июля 2020 по январь 2022 г. 
Результаты. Полученные результаты показывают эффективность 
использования метода ELISPOT для выявления скрытых форм коронавирус-
ной инфекции. При этом следует отметить, что есть статистически 
значимая связь между сроками заболевания и количеством спотов в обеих 
панелях антигенов. После вакцинации против COVID-19 клеточный имму-
нитет сохраняется до 6 месяцев и более.
Выводы. В  результате исследования установлено, что на протяжении 
2021 г. уровень иммунизации населения Республики Крым против COVID-19 
существенно повысился; возросла доля жителей, имеющих положитель-
ный тест на IgG, – с 27  % до 87  %. Результаты исследований методом 
ELISPOT с использованием набора реагентов для выявления in vitro в крови 
Т-лимфоцитов, специфически отвечающих на антигены вируса SARS-CоV-2 
(«ТиграТест® SARS-CoV-2»), показали, что данная методика является более 
чувствительной, чем метод ИФА, способна выявлять перенесённые в скры-
той форме заболевания.

Ключевые слова: клеточный иммунитет, COVID-19, SARS-CoV-2  ELISPOT, 
ТиграТест
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AbSTrACT

The COVID-19 (coronavirus disease 2019) pandemic has spurred the development 
of highly effective quantitative methods for assessing the adaptive immune response 
to the SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2) virus. 
In order to assess the humoral component of the immune response, various methods 
for detecting immunoglobulins A, M, G are widely used. ELISPOT seems to be the most 
accessible and effective method to assess the level of T cells that specifically respond 
to the SARS-CoV-2 virus antigens.
The aim. To assess cell-mediated and humoral immunity in COVID-19 in residents 
of the Republic of Crimea.
Methods. The study was performed on 24 volunteers: the presence of coronavirus 
antibodies was determined by ELISA method, and the presence of contact with coro-
navirus proteins – by the ELISPOT “TigraTest®  SARS-CoV-2” method (Generium, 
Russia). For retrospective study of  humoral immunity in the population, we as-
sessed 10 000 ELISA tests (ECOlab IgM and IgG, Russia) performed in our laboratory 
for the period from July 2020 to January 2022. 
Results. The results show the effectiveness of using the ELISPOT method to detect 
latent forms of coronavirus infection. It is important to note that there is statistically 
significant relationship between the timing of the disease and the number of spots 
in  both antigen panels. After vaccination against SARS-CoV-2, cell-mediated im-
munity lasts up to 6 months or more.
Conclusions. As a result of the study, it was found that during 2021, the level 
of  immunization of the population of the Republic of Crimea against COVID-19 
has significantly increased; the proportion of residents who have positive IgG test 
has increased from 27 % to 87 %. The results of ELISPOT studies using a set of reagents 
for in vitro detection of blood T-lymphocytes that specifically respond to SARS-COV-2 
virus antigens (“TigraTest® SARS-CoV-2”) showed that this method is more sensitive 
than ELISA in detecting latent diseases.
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введеНИе

Актуальность изучения иммунного ответа в период 
пандемии COVID-19 (coronavirus disease 2019) заключа-
ется в ценности прогнозирования возможности заболе-
вания и тяжести болезни для определения сроков вак-
цинации у людей в зависимости от наличия специфиче-
ского иммунитета к SARS-CoV-2 (severe acute respiratory 
syndrome-related coronavirus 2), а также оно чрезвычай-
но важно для эпидемиологических прогностических по-
пуляционных исследований.

Структурные и молекулярные характеристики 
SARS-CoV-2, а также этапы адаптивного иммунного от-
вета явились основой для разработки различных ла-
бораторных диагностических методов оценки имму-
нитета при COVID-19 [1]. В результате перенесённого 
COVID-19 формируется иммунитет, упрощённая струк-
тура которого включает: 1) иммуноглобулины (Ig) клас-
сов A, G, M; 2) SARS-CoV-2-специфичные Т-клетки CD8+ 
и CD4+; 3) В-клетки [2]. Для изучения специфического 
иммунитета наибольшее распространение получили 
методы определения специфических антител и выяв-
ления активированных Т-клеток. Базовыми объектами 
исследования стали SARS-CoV-2-специфичные антите-
ла IgА, IgM IgG, определяемые методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА), а также Т-клетки, синтезиру-
ющие интерферон γ (IFN-γ) в ответ на антигены виру-
са SARS-CoV-2 [3, 4].

С развитием пандемии наблюдали быструю эволю-
цию ИФА-методов – от качественного скрининга сум-
марных антител IgА, IgM, IgG к вирусу до количественно-
го выявления нейтрализующих антител IgG в том числе 
к рецептор-связывающему домену (RBD, receptor-binding 
domain) белка S SARS-CoV-2 [5]. Позже в исследователь-
ских целях для оценки нейтрализующей способности 
сыворотки стал применяться метод PNA (pseudovirus 
neutralization assay), когда псевдовирус SARS-CoV-2 ин-
фицирует клетки, экспрессирующие рецептор ACE2, 
а после инкубации с тестируемой сывороткой на осно-
ве значения люминесценции производят расчёт степе-
ни нейтрализации псевдовируса [6].

Для исследования клеточного иммунного ответа 
актуальны три метода: проточная цитометрия (по про-
лиферативному ответу Т-хелперов (CD4+) и Т-киллеров 
(CD8+) на рестимуляцию антигена in vitro); IGRA-ELISPOT 
(interferon-gamma release assay) (по количеству продуци-
рующих IFN-γ антиген-специфических Т-клеток среди мо-
нонуклеаров переферической крови (PBMC, peripheral 
blood mononuclear cell) и ELISA (по изменению концен-
трации IFN-γ в ответ на стимуляцию Т-клеток антигена-
ми возбудителя) [5].

Крупные исследования, описанные в литературе, 
свидетельствуют, что на 21-й день от начала заболева-
ния плазма около 30  % людей, перенёсших COVID-19, 
имеет низкие титры нейтрализующих антител, специ-
фичных для SARS-CoV-2, или не содержит их вовсе [7, 
8]. COVID-19 вызывает выраженный Т-клеточный ответ, 
устойчивый до 15 месяцев [9], Т-клетки широко проду-
цируются в ответ на инфекцию и вакцинацию [10], а тест-

системы на основе IGRA-ELISPOT выявляют на 51 % боль-
ше людей, перенесших COVID-19, чем ИФА-тесты на IgG 
[11]. В этой связи SARS-CoV-2-специфические Т-клетки 
могут быть более чувствительным маркером перене-
сённого COVID-19, а методы их выявления дополняют 
серологию в комплексной лабораторной диагностике 
иммунного ответа на SARS-CoV-2.

Республика Крым была изолирована от материко-
вой части страны в период пандемии вне  курортного 
сезона в 2020 и 2021 гг. в связи с ограничениями пере-
мещения. С мая по  сентябрь, напротив, происходила 
резкая смена эпидемиологической обстановки в связи 
с активной сезонной миграцией людей в курортный ре-
гион, что отразилось на специфике популяционного им-
мунитета, изучению которого посвящена работа в срав-
нении методов определения клеточного и гуморально-
го иммунного ответа.

Цель РАБоТы

Оценить клеточный и гуморальный иммунитет 
при COVID-19 у жителей Республики Крым.

меТоды ИССледовАНИя

Для сравнительной оценки лабораторных методов 
диагностики иммунного ответа летом 2021  г. выпол-
нено исследование на 24  добровольцах (сотрудниках 
университета) – 10 мужчин и 14 женщин – с известным 
анамнезом в отношении COVID-19 и вакцинации. Добро-
вольцы давали информированное согласие на иссле-
дование, на базе университетской клиники у них бра-
ли венозную кровь в две герметичные пробирки (с ко-
агулянтом с цитратом натрия). Анализ на наличие гу-
морального и Т-клеточного иммунитета методами ИФА 
и  ELISPOT проводили в  Центральной научно-исследо-
вательской лаборатории. Критериями включения были 
возраст 20–40  лет; отсутствие какого-либо заболева-
ния в острой фазе. Исследование проводили соглас-
но инструкциям наборов реагентов: 1) ЗАО «ЭКОлаб» 
IgМ и IgG для выявления иммуноглобулинов к различ-
ным компонентам коронавируса SARS-CoV-2, в том чис-
ле поствакцинальных антител к белку S методом ИФА; 
2) «ТиграТест® SARS-CoV-2» (АО «Генериум») для in vitro 
выявления Т-лимфоцитов, специфически отвечающих 
на антигены вируса SARS-COV-2. Это версия ИФА метода 
IGRA ELISPOT (Interferon Gamma Release Assay, Enzyme-
Linked Spot analysis), в котором цитокин интерферон-
гамма (IFN-γ) с одной стороны связывается на поверх-
ности мембраны культурального планшета рядом с се-
кретирующими его клетками, а с другой стороны, IFN-γ 
связывается с другими антителами, конъюгированны-
ми со щелочной фосфатазой. Обработка хромогенным 
субстратом, который преобразуется щелочной фосфа-
тазой в окрашенное пятно нерастворимого преципи-
тата в месте реакции, дает возможность увидеть реак-
цию. Каждое пятно (спот) является отпечатком одной 
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Т-клетки, секретирующей IFN-γ в ответ на контакт с ан-
тигеном вируса, а подсчет пятен количественно харак-
теризует содержание специфичных для антигенов SARS-
COV-2 CD4+ и СD8+ Т-клеток в крови. Результатом ана-
лиза является подсчет количества пятен в лунках с кон-
тролями и антигенами.

Для исследования гуморального иммунитета в по-
пуляции оценили 10 000 ИФА-тестов (ЗАО «ЭКОлаб» IgМ 
и IgG), выполненных в нашей лаборатории за период 
с июля 2020 по январь 2022 г. жителям Крыма без при-
знаков респираторного заболевания, обратившимся 
с целью верификации перенесённого ранее COVID-19 
в  субклинической форме или без подтверждения ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР), для пла-
нирования вакцинации или оценки ее эффективности. 
В исследование включены все совершеннолетние па-
циенты, обратившиеся в  лабораторию с целью оцен-
ки специфического иммунитета к SАRS-CoV-2. Средний 
возраст пациентов составил 38 ± 9,8 года во все пери-
оды исследования. Соотношение мужчин к женщинам 
составило 4 : 5.

Статистическую обработку выполнили с использо-
ванием Statistica 10.0 (StatSoft Inc., США). Методом Ша-
пиро  –  Уилка определяли нормальность распределе-
ния признака: количество спотов в лунках с антигеном 
к пептиду белка S (АГ1) и с антигеном к пептидам бел-
ков N, M, O3, O7 (АГ2) при оценке клеточного иммуни-
тета. Отличия между группами пациентов (1-я группа – 
не болели, не вакцинировались; 2-я группа – не боле-
ли, вакцинировались; 3-я группа – болели, не вакцини-
ровались; 4-я группа – болели, а после вакцинирова-
лись) оценивали методом Краскела – Уоллиса. Влияние 
факторов на количество спотов в лунках с антигенами 
оценивали методом ANOVA. Контролируемыми факто-
рами считали наличие и сроки заболевания и вакцина-
ции (из анамнеза). Статистически значимыми считали 
отличия при р ≤ 0,05.

В работе были соблюдены этические нормы; участ-
ники подписывали добровольное информирован-
ное согласие, а работа получила одобрение этиче-
ского комитета ФГАОУ  ВО «Крымский федеральный 
университет имени В.И. Вернадского» (Протокол № 4 
от 12.04.2022).

РеЗУльТАТы И оБСУждеНИе

При изучении клеточного иммунитета, согласно 
анамнезу, исследуемые распределились следующим 
образом: 1-я группа (не болели, не вакцинировались) – 
12 % (n = 3); 2-я группа (не болели, вакцинировались) – 
21 % (n = 5); 3-я группа (болели, не вакцинировались) – 
38 % (n = 9); 4-я группа (болели, а после вакцинирова-
лись) – 29 % (n = 7).

Важно отметить, что исследование выполнено спу-
стя 12 месяцев от начала пандемии в Крыму, и уровень 
антител на 100  % отразил анамнез продолжительно-
стью 6  месяцев; более долгие периоды после болез-
ни исследованы не были. То есть у всех лиц 1-й груп-

пы уровень антител был негативный, а у лиц 2-й, 3-й, 
4-й групп позитивный уровень  IgМ или IgG выявлен 
лишь в  случае перенесённого заболевания (с ПЦР-
подтверждением) или вакцинации в период последне-
го полугодия. В случае болезни или вакцинации в бо-
лее ранний период у  лиц 2-й, 3-й, 4-й  групп уровень 
антител был негативным. Для однородности исследо-
вания в число вакцинированных добровольцев вош-
ли только лица, привитые двумя компонентами вак-
цины Спутник V.

В результате исследования методом ELISPOT, со-
гласно его интерпретации, группы «перераспредели-
лись»: 1-я группа – 4 % (n = 1); 2-я группа – 17 % (n = 4); 
3-я группа – 46 % (n = 11); 4-я группа – 33 % (n = 8). Лишь 
1 человек не имел клеточного иммунитета, у остальных 
(здоровых по данным анамнеза и лабораторных ис-
следований на наличие антител к коронавирусу) выя-
вились споты в лунках с АГ1 и АГ2 в количествах, сви-
детельствующих о  субклинически перенесённом за-
болевании. Среди лиц 2-й группы 1 из 5 человек имел 
споты в панели АГ2, что свидетельствует о перенесён-
ном после вакцинации заболевании в скрытой форме. 
Среди лиц 3-й и 4-й групп совпадение результатов ис-
следования и данных анамнеза оказалось полным, но 
эти группы увеличились за счёт лиц, которые ранее со-
ставляли 1-ю и 2-ю группы (по данным анамнеза и уров-
ню антител). При этом следует отметить, что есть ста-
тистически значимая связь между сроками заболева-
ния и количеством спотов в обеих панелях антигенов 
у лиц 3-й группы и в панели АГ2 у пациентов 4-й груп-
пы. Так, чем больше времени прошло с  момента вы-
здоровления, тем меньшее количество активирован-
ных Т-клеток обнаруживали. Количество спотов в па-
нели антигенов к белку S у вакцинированных лиц со-
ставляло от 35 до 75 штук даже через 6 месяцев после 
вакцинации (рис. 1).

Результаты статистики представлены на рисун-
ках 2 и 3. При сравнении числа спотов в лунках с АГ1 
и АГ2 между группами выяснилось, что в группе вакци-
нированных число спотов в лунке АГ1 статистически 
значимо выше, чем у лиц 1-й и 3-й групп, не получав-
ших вакцину. Люди из 3-й группы, переболевшие ПЦР-
подтверждённой коронавирусной инфекцией, име-
ли статистически значимо большее количество спотов 
в лунках с АГ2, чем лица из групп не болевших ранее, 
либо болевших в скрытой форме. Однофакторный ана-
лиз ANOVA показал статистически значимое влияние на-
личия заболевания и его сроков на количество спотов 
в лунке с АГ2 (F = 12,40 и F = 7,88 соответственно). На-
личие и сроки вакцины оказывают статистически зна-
чимое влияние на количество спотов к обеим панелям 
антигенов (F = 21,98 для АГ1 и F = 21,01 для АГ2). При 
этом стоит отметить, что при вакцинации количество 
спотов в лунке с АГ1 к белку S статистически значимо 
выше, а в лунке с АГ2 к пептидам белков N, M, O3, O7 – 
наоборот, статистически значимо ниже, чем при её от-
сутствии. Срок вакцины оказывает аналогичное влия-
ние, однако степень его значительно ниже (F  =  10,10 
для АГ1 и F = 5,05 для АГ2).
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Пациент Негативный контроль Позитивный контроль Панель антигенов № 1 
(пептиды белка S)

Панель антигенов № 2 
(пептиды белков N, M, 

O3, O7)

Не болел,  
не вакцинирован

2 > 100 1 1

Болел за 6 мес.  
до исследования,  
вакцинирован 
за 1 мес.  
до исследования

0 > 100 35 10

Вакцинирован 
за 4 мес.  
до исследования,  
переболел за 2 мес. 
до исследования

0 > 100 75 25

Не вакцинирован,  
перенёс заболевание 
за 3 мес.  
до исследования

0 > 100 31 40

Не болел,  
вакцинирован 
за 3 мес.  
до исследования

0 > 100 53 1

РИС. 1.  
Результаты исследований на примере пациентов из различ-
ных групп: фотографии лунок после инкубации лимфоцитов 
с антигенами и визуализации активированных на выработ-
ку интерферона клеток цветными метками; ув. 20×

FIG. 1.  
The results of studies on the example of patients from different 
groups: photographs of wells after incubation of lymphocytes 
with antigens and visualization of cells activated for the interferon 
production with color marks; magnification 20×



ActA BiomedicA ScientificA, 2023, Том 8, № 1

17
Дискуссионные статьи, лекции, новые тренды медицинской науки  Discussion papers, lectures, new trends in medical science

80

70

60

50

40

30

20

10

0

–10
1                         2                        3                         4

АГ1

АГ2

Median

25%–75%

Min–Max

РИС. 2.  
Средние показатели количества спотов в лунках с антиге-
нами к белку S (АГ1) и к белкам N, M, Orf3a, Orf7a (АГ2)
FIG. 2.  
Mean values of the spots number in wells with antigens to S-protein 
(АГ1) and to N-, M-, Orf3a- and Orf7a-proteins (АГ2)

Исследование гуморального иммунитета показало 
прогрессивное нарастание иммунизации населения Ре-
спублики Крым. В осенне-зимний период 2020–2021 гг. 
положительный тест на какой-либо класс антител имели 
27 % пациентов (n = 4499), у большинства преобладали 
IgG; весной 2021 г. процент положительных проб соста-
вил 47 % (n = 1760) с преобладанием IgG и суммарных по-
ствакцинальных антител. Процент положительных проб 
нарастал летом и осенью 2021 г. до 61–63 % (n = 2286); 
к зиме 2021–2022 г. он достиг 87 %. (n = 1455). Положи-
тельная динамика данных мониторинговых показателей 
в Республике Крым свидетельствует об активной имму-
низации населения, и рост числа иммунизированных лиц 
до 80–87 % совпал с резким спадом, фактически прекра-
щением, волны эпидемии в регионе.

выводы

В результате исследования было установлено, 
что  на  протяжении 2021  г. уровень иммунизации на-

Wilks lambda = ,14376,

F(2, 21) = 62,539, =,00000p
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РИС. 3.  
Степень влияния различных факторов (наличие и сроки забо-
левания, наличие и сроки вакцинации) на количество спотов 
(активированных Т-клеток) к панелям АГ1 и АГ2 

FIG. 3.  
The degree of influence of various factors (the presence and timing 
of the disease, the presence and timing of vaccination) on the spots 
number (activated T-cells) to АГ1 and АГ2 panels
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селения Республики Крым против COVID-19 повысил-
ся, возросла доля жителей, имеющих положительный 
тест на IgG (с 27 % до 87 %). Результаты исследований 
методом ELISPOT с использованием набора реагентов 
для выявления in vitro в крови Т-лимфоцитов, специфи-
чески отвечающих на антигены вируса SARS-CoV-2 («Ти-
граТест® SARS-CoV-2»), показали, что данная методика 
является более чувствительной, чем метод ИФА, спо-
собна выявлять перенесённые в скрытой форме забо-
левания.
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