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К важным иммунологическим характеристикам переболевших COVID-19, а также вакцинирован-
ных относятся показатели гуморального ответа. Широкое распространение получил анализ уровня
вируссвязывающих антител. Наиболее точным предиктором эффективной иммунной защиты от
симптомного течения инфекции SARS-CoV-2 считается титр вируснейтрализующих антител. Мы
оценили вируснейтрализующую активность плазмы лиц (n = 111), переболевших COVID-19 в период
с апреля по сентябрь 2020 года. Для анализа использовали три независимых метода: конвенциональ-
ный с живым вирусом, с псевдотипированными белком шипа вирусоподобными частицами и сур-
рогатный тест нейтрализации вируса (cVNT, pVNT и sVNT соответственно). Для сравнения изме-
ряли уровни антител IgG, IgA и IgM против рецепторсвязывающего домена (RBD) белка шипа
SARS-CoV-2. Уровни вируссвязывающих, а также вируснейтрализующих антител в постановке как
cVNT, так и pVNT имели большой разброс. Высокая корреляция выявлена при сравнении результа-
тов cVNT и pVNT, а результаты sVNT хорошо согласовывались как с cVNT, так и с pVNT. В наиболь-
шей степени с результатами cVNT, pVNT и sVNT коррелировал уровень IgG-антител. Полученные
результаты могут использоваться при отборе плазм, наилучшим образом подходящих для трансфу-
зии и лечения острого течения COVID-19. Кроме того, данные по вируснейтрализующей активно-
сти плазмы важны для выбора потенциальных доноров для выделения SARS-CoV-2-специфичных
В-лимфоцитов ‒ с целью дальнейшего получения моноклональных вируснейтрализующих антител.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, вируснейтрализующие антитела, плазма крови, реконва-
лесценты
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В условиях нынешней пандемии COVID-19
большое значение придается серологическому
анализу биологических образцов. Гуморальный
иммунный ответ ‒ важная характеристика как

для переболевших естественным путем, так и вак-
цинированных людей [1]. Мониторинг уровней
антител против SARS-CoV-2 необходим для про-
гнозирования риска повторного заражения и

Сокращения: cVNT (conventional virus neutralization test) – конвенциональный вируснейтрализующий тест; ID50 (half-maxi-
mal inhibitory dilution) – разведение, обеспечивающее 50%-ное ингибирование; IQR (interquartile range) – межквартильный
диапазон; pVNT (pseudovirus-based virus neutralization test) – вируснейтрализующий тест c псевдотипированными вирусо-
подобными частицами; S (spike) protein – белок шипа; RBD (receptor-binding domain) – рецепторсвязывающий домен;
sVNT (surrogate virus neutralization test) – суррогатный вируснейтрализующий тест; VLP (virus-like particles) – вирусоподоб-
ные частицы.
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оценки эффективности вакцинации. Кроме того,
эти показатели используют для ретроспективного
отслеживания контактов заболевших пациентов,
оценки числа бессимптомных носителей, а также
уровня коллективного иммунитета.

В серологических анализах на SARS-CoV-2 в
качестве антигенов обычно используют два ви-
русных белка: нуклеопротеин (N) или белок ши-
па (S). SARS-CoV-2 связывается со своим рецеп-
тором на хозяйской клетке через рецепторсвязы-
вающий домен (RBD) S-белка, поэтому именно
RBD рассматривают как основную мишень для
нейтрализующих антител [2]. В силу этого данные
по S- и RBD-связывающим антителам могут кос-
венно указывать на нейтрализующую активность
сыворотки. Высокий уровень вируснейтрализую-
щих антител ‒ хороший предиктор эффективной
иммунной защиты от симптоматичного течения
COVID-19 [3, 4], поэтому определение вируссвя-
зывающих антител необходимо дополнять пря-
мым измерением уровня вируснейтрализующих
антител. Заметим, что анализ на вируссвязываю-
щие антитела достаточно хорошо отработан и
широко распространен в лабораторной практике,
в то время как определение вируснейтрализую-
щих антител доступно только специализирован-
ным лабораториям.

На начальных этапах пандемии SARS-CoV-2,
когда остро ощущалось отсутствие надежных те-
рапевтических средств для лечения COVID-19,
трансфузия плазмы реконвалесцентов была
единственным возможным вариантом этиотроп-
ной терапии. Переливание плазмы, полученной
от доноров, переболевших COVID-19, потенци-
ально может обеспечить немедленную пассивную
иммунизацию и защиту организма от инфекции
SARS-CoV-2. Однако практические итоги плаз-
мотерапии оказались очень неоднозначными.
Наиболее успешным считается применение кон-
валесцентной плазмы на ранних этапах заболева-
ния ‒ вскоре после госпитализации. К решаю-
щим факторам также относится использование
плазмы с высоким титром антител к S-белку или
RBD. При правильно подобранных параметрах
трансфузия конвалесцентной плазмы обеспечи-
вала более чем двукратное, по сравнению с кон-
трольными группами, увеличение выживаемости
пациентов [5]. Все это указывает на то, что плаз-
му, предназначенную для трансфузии, необходи-
мо строго контролировать по вируснейтрализую-
щей активности.

Известно несколько методов определения вирус-
нейтрализующей активности сывороток, каждый из
которых подразделяют на несколько субвариантов.
Это, в первую очередь, метод с использованием на-
тивного живого вируса SARS-CoV-2 ‒ конвенцио-
нальный вируснейтрализующий тест (cVNT; conven-
tional virus neutralization test), ‒ с использованием

вирусоподобных частиц, псевдотипированных
S-белком (pVNT; pseudovirus-based virus neutra-
lization test) [6], и, наконец, суррогатный VNT
(sVNT) [7].

Цель исследования состояла в сравнении вирус-
нейтрализующей активности образцов плазмы ре-
конвалесцентов, определенной тремя различными
методами: cVNT, pVNT и sVNT. Предпринята по-
пытка оценить вариабельность вируснейтрализую-
щей активности образцов плазмы и сравнить ее с
вируссвязывающей активностью тех же проб.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Характеристика пациентов. В исследование бы-
ли включены добровольцы (n = 111), которые в
период с апреля по сентябрь 2020 года переболели
COVID-19. Бóльшая часть пациентов (86%) про-
ходила стационарное лечение в ФНКЦ ФМБА
России, остальные ‒ в других медицинских учре-
ждениях г. Москвы или на дому. Всем участникам
был поставлен диагноз COVID-19 на основании
ПЦР-тестирования и/или клинических данных.
Через 1‒3 месяца после перенесенного COVID-19
добровольцы сдали плазму крови в ФНКЦ ФМБА
России для последующего переливания больным
пациентам. Заготовку плазмы проводили мето-
дом плазмафереза, объем заготавливаемой плаз-
мы составлял 640 мл для каждого донора. В про-
веденном нами исследовании использованы
100-микролитровые аликвоты плазмы.

Пациенты, выздоровевшие от COVID-19, бы-
ли в возрасте от 18 до 52 лет (медиана ‒ 38 лет,
межквартильный диапазон (interquartile range,
IQR) ‒ 21–43 лет); из них 68 мужчин (61.2%) и
43 женщины (38.8%). В группу сравнения были
включены здоровые доноры (n = 25). Группа
сравнения по возрасту и по соотношению муж-
чин и женщин соответствовала группе переболев-
ших. Венозную кровь здоровых добровольцев соби-
рали в гепаринизированные пробирки (“Sarstedt,
Nümbrecht”, Германия), после чего пробирки
центрифугировали 10 мин при 300 g и отбирали
плазму. Образцы плазмы (аликвоты по 100 мкл)
замораживали и хранили при ‒70°C.

Определение анти-RBD-антител методом имму-
ноферментного анализа (ИФА). Концентрацию
анти-RBD-антител в плазме определяли методом
ИФА с использованием коммерческих планше-
тов, сенсибилизированных RBD (#K153G, “Хема
Медика”, Россия) в соответствии с инструкцией
производителя. В качестве проявляющих реаген-
тов использовали антитела против IgG, IgA и IgM
человека, конъюгированные с пероксидазой хрена
(Cat. No. 109-036-088, 109-035-129, 109-035-011,
“Jackson Immuno Research”, США). Реакцию
ИФА проявляли при добавлении в каждую лунку
100 мкл субстрата пероксидазы ‒ 3,3',5,5'-тетра-
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метил бензидина (ТМВ) ‒ и инкубировали до по-
явления синего окрашивания. Реакцию останав-
ливали добавлением 100 мкл стоп-реагента. Оп-
тическую плотность полученного раствора
измеряли с помощью фотометра BioRad iMark
Microplate Absorbance Reader (“Bio-Rad”, США).

Все образцы титровали для нахождения ли-
нейного участка на графике зависимости оптиче-
ской плотности (OD450) от разведения плазмы.
Для определения концентрации антител исполь-
зовали точку, находившуюся в середине линей-
ного участка кривой титрования. Концентрацию
анти-RBD-антител IgG определяли в абсолют-
ных единицах (нг/мл), используя в качестве стан-
дарта человеческое моноклональное антитело
34B12 с известной концентрацией (любезно предо-
ставлено д.б.н. А.В. Тараниным, Институт молеку-
лярной и клеточной биологии СО РАН, Новоси-
бирск [8]). Концентрацию анти-RBD-антител
IgA и IgM определяли в относительных единицах,
используя в качестве стандарта плазму одного из
доноров.

Определение вируснейтрализующих антител мето-
дом cVNT. Анализ проводили на клетках Vero E6, ко-
торые инфицировали аутентичным SARS-CoV-2
(штамм hCoV-19/Russia/Moscow-PMVL-12/2020) в
дозе 100 ТЦИД50 (50%-ная тканевая цитопатиче-
ская инфекционная доза). Результаты цитопа-
тической реакции регистрировали через 96 ч в
инвертируемом микроскопе. Цитопатический
эффект оценивали визуально. Вируснейтрали-
зующую активность образцов плазмы опреде-
ляли по подавлению цитопатического действия
вируса. Цитопатический эффект вируса в отсут-
ствие плазмы был принят за 100%. Плазму титро-
вали, начиная с разведения 1 : 10. За титр антител
принимали наибольшее разведение плазмы, при
котором еще не развивался цитопатический эф-
фект на 100 ТЦИД50 вируса. Опыты по нейтрали-
зации сопровождались контролем рабочей дозы
вируса, токсичности и стерильности сывороток.

Определение вируснейтрализующих антител ме-
тодом pVNT. Этот анализ проводили на клетках
HEK-293, стабильно трансфицированных плаз-
мидой, экспрессирующей ангиотензинконверти-
рующий фермент-2 (ACE2). К клеткам-мишеням
добавляли лентивирусные вирусоподобные ча-
стицы (VLPs), псевдотипированные S-белком
SARS-CoV-2. VLPs несли репортный ген зеленого
флуоресцентного белка (GFP), который экспрес-
сировался в инфицированных клетках. Дозу VLPs
подбирали таким образом, чтобы в отсутствие ан-
тител было инфицировано 50% клеток-мишеней ‒
их детектировали по флуоресценции GFP с помо-
щью проточного цитометра CytoFLEX S (“Beckman
Coulter”, США). При полном ингибировании ин-
фекции клетки-мишени не давали флуоресцентно-
го сигнала. Для каждой сыворотки делали 5 по-

следовательных разведений, начиная с 1 : 4, с ша-
гом 5. Результаты представляли как разведение
сыворотки, при котором наблюдали 50%-ное ин-
гибирование (ID50) заражения клеток, рассчитан-
ное по графику титрования Sigmoidal, 5PL, в про-
грамме GraphPad Prism (США).

Определение вируснейтрализующих антител ме-
тодом sVNТ. Этот анализ проводили с использо-
ванием набора SARS-CoV-2 ВНАФА К533 (#2104,
“Хема Медика”) в соответствии с рекомендация-
ми производителя. Образцы плазмы разводили в
10 раз буфером для образцов и добавляли к ним
раствор конъюгата RBD с пероксидазой хрена
(RBD-HRP) в соотношении 1 : 10 (v/v). Смесь ин-
кубировали 30 мин при 37°C, после чего 100 мкл
реакционной смеси переносили в планшет, сен-
сибилизированный АСЕ2, и инкубировали еще
30 мин при 37°C. Лунки 5 раз промывали буфером
для отмывки. Реакцию проявляли и регистриро-
вали также, как описано выше при выполнении
ИФА. Данные анализировали с помощью про-
граммного обеспечения Zemfira 4.0.

Статистическая обработка результатов. Полу-
ченные данные обрабатывали с использованием
программного обеспечения GraphPad Prism вер-
сия 8.4.3 (GraphPad, США). Значимость различий
между выборками оценивали с помощью крите-
рия Манна‒Уитни. Различия сравниваемых па-
раметров считали статистически значимыми при
p < 0.05. На графиках показаны медианы (средняя
линия), третий и первый квартили (прямоуголь-
ники), усы показывают 1.5-кратный межквартиль-
ный размах. Количественную оценку статистиче-
ской связи между параметрами проводили, рассчи-
тывая коэффициенты линейной регрессии, а также
ранговой корреляции по Спирмену (r).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследовании приняли участие пациенты,

которые переболели COVID-19 в период с апреля
по сентябрь 2020 года. В это время в России цир-
кулировал Уханьский штамм SARS-CoV-2 или
его вариант с заменой D614G в S-белке [9–11].

Уровень RBD-связывающих антител

Прежде всего в плазме пациентов, перенесших
COVID-19, определяли уровень RBD-связываю-
щих антител. На рис. 1 представлены результаты
количественного определения IgG и полуколиче-
ственного определения уровней IgA и IgM анти-
RBD-антител. В качестве отрицательного кон-
троля приведены результаты, полученные для
здоровых доноров.

Для IgG-антител у выздоровевших пациентов
медиана равнялась 1819.7 нг/мл (IQR 635.3–
4753.4), в то время как для здоровых доноров она
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составляла 16.9 нг/мл (IQR 2.0–27.4) (p < 0.0001).
Для IgA-антител эти величины равнялись
118.0 отн. ед. (IQR 52.72–208.9) и 13.5 отн. ед.
(IQR 3.9–18.3) соответственно (p < 0.0001); для
IgM-антител ‒ 251.8 отн. ед. (IQR 103.5–669.9) и
10.3 отн. ед. (IQR 1.44–20.41) соответственно (p <
< 0.0001).

Анализ распределения уровня антител по вы-
борке пациентов показал высокую гетероген-
ность этого параметра. Содержание RBD-связы-
вающих антител довольно широко варьировало,
изменяясь в пределах 5, 3 и 4 порядков соответ-
ственно для антител IgG, IgA и IgM. При этом ха-
рактер распределения RBD-специфических ан-
тител IgG и IgM заметно отличался от нормаль-
ного, что было подтверждено анализом по методу
Д’Агостино-Пирсона (p < 0.0001). Мы предполо-
жили, что причина отклонения от нормального
распределения заключается в наличии несколь-
ких нулевых значений RBD-специфических ан-
тител IgG и IgM. При исключении нулевых зна-
чений из выборок распределение значений по ан-
тителам IgG и IgM приобретало соответственно
нормальный характер и приближалось к нор-
мальному (р = 0.8170 и р = 0.0504). Для IgA-анти-
тел исходное распределение было близким к нор-
мальному (p = 0.2911).

Уровень вируснейтрализующих антител

Вируснейтрализующую активность образцов
плазмы определяли с помощью трех независимых
методов: cVNT, pVNT и sVNT. У бóльшей части
участников обнаружены вируснейтрализующие
антитела: 101/111 (91%), 91/111 (82%) и 88/111
(79%) пациентов соответственно.

Уровни вируснейтрализующих антител, опре-
деленные методами cVNT и pVNT, отличались ге-
терогенностью (рис. 2), в то время как результаты
sVNT варьировали в пределах двух порядков. Это
вполне объяснимо, так как результаты sVNT вы-
ражаются в процентах нейтрализации вируса,
что, по определению, не превышает 100%. Реаль-
ное распределение результатов sVNT могло быть
более широким, чего не наблюдалось, так как об-
разцы плазмы с высокими титрами попадали в
область насыщения.

Распределение вируснейтрализующей актив-
ности образцов плазмы также, как и уровней
RBD-связывающих антител, отклонялось от нор-
мального вида. Одним из проявлений такого рас-
пределения было наличие точек с нулевой ней-
трализующей активностью. Можно предполо-
жить, что нулевые точки появились в результате
ошибочного включения в исследуемую группу
лиц, которые не болели COVID-19. В таком слу-
чае образцы взятой у них плазмы давали бы ну-
левые значения сразу в нескольких тестах, но
этого не наблюдалось. Вероятно, появление ну-
левых точек обусловлено различной чувстви-
тельностью и/или специфичностью используе-
мых тест-систем.

Взаимосвязь уровней RBD-связывающих антител 
и вируснейтрализующей активности

С целью оценить взаимосвязь между результа-
тами, полученными разными методами, мы про-
вели корелляционный анализ. Прежде всего, оце-
нили связь между данными по связыванию антител
с RBD, с одной стороны, и вируснейтрализующей
активностью ‒ с другой (рис. 3а). В наибольшей
степени с результатами cVNT, pVNT и sVNT корре-

Рис. 1. Распределение уровней антител IgG (а), IgA (б) и IgM (в) к RBD белка шипа SARS-CoV-2 у пациентов, перебо-
левших COVID-19. Слева коробчатые, а справа скрипичные диаграммы. Каждая точка представляет образец плазмы.
Серыми точками обозначены образцы, полученные от пациентов, переболевших COVID-19; белыми точками – от
здоровых добровольцев. Горизонтальные пунктирные линии обозначают порог отсечения.
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лировал уровень IgG-антител (r = 0.677, p < 0.0001;
r = 0.624, p < 0.0001; r = 0.615, p < 0.0001 соответ-
ственно). Несколько меньшая корреляция обна-
ружена между cVNT, pVNT, sVNT и уровнем IgA-
антител (r = 0.63, p < 0.0001; r = 0.581, p < 0,0001;
r = 0.444, p < 0.0001 соответственно). Наконец,
уровень IgM слабо коррелировал с sVNT (r =
= 0.367, p = 0.001) при хорошей корреляции с
cVNT и pVNT (r = 0.671, p < 0.0001; r = 0.716,
p < 0.0001 соответственно).

Сравнение результатов, полученных различ-
ными модификациями тестов по нейтрализации
вируса, представлено на рис. 3б. Как и ожидалось,
наиболее высокая корреляция результатов выяв-
лена для cVNT и pVNT (r = 0.841, p < 0.0001), не-
сколько слабее ‒ для cVNT и sVNT (r = 0.643, p <
< 0.0001) и pVNT и sVNT (r = 0.665, p < 0.001).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наиболее адекватным подходом к определе-
нию вируснейтрализующей активности плазмы
считается использование живого вируса, в том
числе и SARS-CoV-2. Именно поэтому метод
cVNT относится к наиболее точным и информа-
тивным, так как позволяет выявлять действие ан-
тител, нейтрализующих вирус по различным ме-
ханизмам [12]. Метод cVNT основан на использо-
вании компетентного к репликации вируса, в
связи с чем его проводят в лабораториях с уров-
нем биобезопасности не ниже BSL3 (по Между-
народной классификации уровня биобезопосно-
сти), а это сильно ограничивает его применение.
К недостаткам cVNT также можно отнести субъ-
ективность при оценке цитопатического эффекта
клеток-мишеней и дискретный характер получае-
мых данных. Если первый недостаток нивелирует-

ся многолетним опытом и квалификацией иссле-
дователя, то отсутствие непрерывности получае-
мых результатов затрудняет их последующий
статистический анализ.

Вирусоподобные частицы, псевдотипирован-
ные S-белком SARS-CoV-2, хорошо имитируют
начальные этапы жизненного цикла вируса: его
связывание и слияние с клеткой-мишенью [6].
Метод pVNT значительно проще в исполнении,
чем cVNT, и позволяет работать в лабораториях с
уровнем биобезопасности BSL2. Вследствие этих
обстоятельств pVNT получил широкое распро-
странение в исследовательских лабораториях.

Следует заметить, что как при выполнении
cVNT, так и pVNT необходимы живые клетки;
кроме того, немаловажный фактор ‒ квалифика-
ция исполнителя. В связи с этими ограничения-
ми вышеуказанные методы не получили широко-
го распространения в клинико-диагностической
практике. В качестве дополнительного метода мы
использовали так называемый суррогатный ви-
руснейтрализующий тест – sVNТ [7]. Его можно
отнести к экспресс-тестам, так как он позволяет
оценить вируснейтрализующее действие образ-
цов плазмы всего за 1‒2 ч, в то время как выпол-
нение cVNT и pVNT занимает несколько суток. К
недостаткам sVNT можно отнести ограниченную
специфичность: им можно выявить только те анти-
тела, которые работают исключительно по меха-
низму блокировки связывания RBD и АСЕ2 [7].

Обращает на себя внимание, что у небольшой
доли реконвалесцентов практически отсутство-
вали вируснейтрализующие антитела. Это на-
блюдение согласуется с ранее опубликованными
данными о том, что 2% выздоровевших после
COVID-19 пациентов не продуцируют нейтрали-
зующие антитела [13]. Характерно, что наиболь-

Рис. 2. Распределение уровней вируснейтрализующих антител у пациентов, переболевших COVID-19. Представлены
результаты методов cVNT (а), pVNT (б) и sVNT (в). Горизонтальные пунктирные линии обозначают порог отсечения.
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шее число таких пациентов (n = 23) выявлено при
использовании sVNT ‒ теста, который детектиру-
ет только RBD-нейтрализующие антитела. Мож-
но предположить, что некоторые образцы плазмы
этой группы переболевших содержали нейтрали-
зующие антитела, которые связываются с S-бел-
ком вне области RBD [14]. Действительно, ранее
показано, что антитела к N-концевому домену
или S2-области S-белка также могут участвовать в
нейтрализации вируса [15].

Несмотря на отмеченные отличия, выявлен-
ные нами, а также в некоторых других исследова-
ниях, различные варианты методов нейтрализа-
ции вируса хорошо коррелируют между собой
[16–18]. Наиболее высокий коэффициент корре-
ляции выявлен между значениями, полученными
в тестах cVNT и pVNT (r = 0.841). Это означает,
что тест сVNT в большинстве случаев может быть
заменен тестом pVNT при оценке SARS-CoV-2-
нейтрализующей активности антител в плазме до-
норов. С определенными оговорками все три теста
могут быть использованы для оценки нейтрализую-
щей активности образцов плазмы. Сравнение ре-
зультатов по вируснейтрализующей активности и
содержанию RBD-специфичных антител позво-
ляет оценить вклад различных изотипов в нейтра-
лизующую способность конкретного образца
плазмы. В каждом из использованных тестов ней-
трализации наиболее высокие коэффициенты
корреляции получены для антител IgG. Это ука-
зывает на превалирующую роль антител IgG, а не
IgM и IgA при блокировке взаимодействия RBD
вируса с его рецептором ‒ АСЕ2. Интересно
сравнить полученные результаты с опублико-
ванными данными для других групп реконвалес-
центов, а также для появляющихся вариантов
SARS-CoV-2.

Заметим, что недавно наши соотечественни-
ки, D. Kolesov и соавт. [14], опубликовали работу,
близкую к представленной здесь. Их исследова-
ние выполнено тоже на московской популяции и
с участием пациентов, переболевших Уханьским
или близкими вариантами SARS-CoV-2 [14]. Од-
нако в проведенном нами исследовании получе-
ны более низкие коэффициенты корреляции
между результатами cVNT, sVNT и анти-RBD-те-
ста. Возможно, это связано с различными форма-
тами sVNT. Можно также отметить, что получен-
ный нами коэффициент корреляции между sVNT
и анти-RBD-тестом сравним с таковым для вак-
цинированных лиц [17].

На достаточно большой и разнородной выбор-
ке образцов плазмы реконвалесцентов нами об-
наружена их высокая гетерогенность. Наиболь-
шее внимание привлекают образцы с высокой
вируснейтрализующей активностью ‒ титры пре-
вышали 1000 в cVNT, а значения ID50 были выше
1000 в pVNT. Эти образцы плазмы можно отнести
к наиболее перспективным для последующей
трансфузии пациентам в острой фазе COVID-19.
В процентном выражении доля таких образцов
невелика (не более 5%). В выборке преобладали
образцы плазмы с умеренным количеством ви-
руснейтрализующих антител (титры в диапазоне
от 90 до 300 в cVNT и значения ID50 в диапазоне от
100 до 1000 в pVNT). Ранее предполагалось, что
гетерогенность по вируснейтрализующей актив-
ности плазмы/сыворотки крови среди переболев-
ших COVID-19 может быть связана с тяжестью
перенесенного заболевания [19, 20], а также с раз-
ными сроками взятия образцов. Вариабельность
вируснейтрализующей активности образцов
плазмы наиболее отчетливо проявлялась при
сравнении различных мутантных вариантов
SARS-CoV-2 [16]. Низкая вируснейтрализующая
активность плазмы/сыворотки крови у некото-
рых переболевших COVID-19 может быть одной
из причин повторного заражения [21].

Таким образом, сравнение тестов по оценке
вируснейтрализующей активности образцов
плазмы реконвалесцентов COVID-19 позволяет
не только ответить на вопрос о взаимной замени-
мости того или иного теста, но также выявить об-
разцы, в которых содержатся антитела против
SARS-CoV-2, работающие по разным механиз-
мам нейтрализации. Представляется важным ис-
пользование подобных тест-систем для предвари-
тельного отбора доноров для сортировки единич-
ных SARS-CoV-2-специфичных В-лимфоцитов ‒ с
целью получения человеческих моноклональных
вируснейтрализующих антител.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации (Соглашение № 075-15-2021-
1086, контракт RF—193021X0015, 15.ИП.21.0015).

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическими
стандартами институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам
этики. От каждого из включенных в исследование

Рис. 3. Корреляционный анализ активности образцов плазмы реконвалесцентов. а – Сравнение результатов тестов по
нейтрализации вируса: cVNT, pVNT и sVNT ‒ с данными по определению IgG-, IgA- и IgM-антител против RBD.
б ‒ Сравнение результатов тестов по нейтрализации вируса: cVNT, pVNT и sVNT ‒ между собой. в – Тепловая карта
коэффициентов корреляции по Спирмену. Прямыми представлены линии тренда линейной регрессии. На субпане-
лях цифрами указаны коэффициенты линейной регрессии, а также ранговой корреляции по Спирмену (r). Отклики с
низкими значениями при представлении на логарифмических шкалах принимали равными 1.
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участников было получено информированное
добровольное согласие. Протокол исследования
был одобрен локальным этическим комитетом
ФНКЦ ФМБА России (протокол заседания № 4
от 28.04.2020).
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HIGH HETEROGENEITY OF VIRUS-NEUTRALIZING AND RBD-BINDING 
ACTIVITIES OF COVID-19 CONVALESCENT SERA

E. A. Astakhova1, 2, M. G. Byazrova1, 2, 3, G. M. Yusubalieva4, V. F. Larichev5,
V. P. Baklaushev4, and A. V. Filatov1, 2, *

1National Research Center “Institute of Immunology”, Federal Medical-Biological Agency, Moscow, 115522 Russia
2Immunology Department, Biological Faculty, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia
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Moscow, 117198 Russia
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An important immunological characteristic of donors who recovered from COVID-19, as well as vaccinated
individuals, are the parameters of the humoral response. The analysis of the level of virus-binding antibodies
has become widespread. The most accurate predictor of effective immune protection against symptomatic
SARS-CoV-2 infection is the activity of virus-neutralizing antibodies. We determined virus-neutralizing ac-
tivities in plasma samples of individuals (n = 111) who had COVID-19 from April to September 2020. Three
independent methods were used: conventional with live virus, with virus-like particles pseudotyped with
spike protein, and a surrogate virus-neutralization test (cVNT, pVNT and sVNT, respectively). For compa-
rison, the levels of IgG, IgA and IgM antibodies against the receptor-binding domain of the SARS-CoV-2
spike protein were also evaluated. The levels of virus-binding as well as virus-neutralizing antibodies in cVNT
and pVNT showed high heterogeneity. A comparison of cVNT and pVNT results showed a high correlation,
sVNT results also correlated well with both cVNT and pVNT. To the greatest extent, the level of IgG antibodies
correlated with the results of cVNT, pVNT and sVNT. The results obtained can be used in the selection of plasmas
that are best suited for transfusion and treatment of acute COVID-19. In addition, data on the virus-neutralizing
activity of plasma are important for the selection of potential donors, for the isolation of SARS-CoV-2-spe-
cific B-lymphocytes in order to further generate human monoclonal virus-neutralizing antibodies.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, virus neutralizing antibodies, human plasma, convalescents
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