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РЕЗюМЕ

Пандемия COVID-19 стимулировала интерес к развитию биотехнологий, 
а также к поиску новых решений в сфере диагностики иммунных процессов. 
Для оценки вирус-специфичных иммунных реакций большая роль отводилась 
ответу иммуноглобулинов классов A, M, G. Позднее появилось понимание, 
что для комплексной оценки процессов адаптивного иммунитета целе-
сообразно исследование его клеточной составляющей. Одним из наиболее 
доступных методов оценки Т-клеточного иммунитета, зарекомендовавшим 
себя в диагностике других инфекционных заболеваний, например, латентной 
туберкулёзной инфекции, является IGRA ELISPOT.
Цель работ. Определение SARS-СoV-2-специфичного иммунного ответа 
Т-лимфоцитов in  vitro в периферической крови добровольцев различных 
групп методом IGRA ELISPOT. Мы оценили возможность применения метода 
для  оценки Т-клеточного иммунного ответа на инфекцию и вакцинацию. 
Кроме того, мы определяли продолжительность периода сохранения 
активности SARS-СoV-2-специфичного иммунного ответа Т-лимфоцитов, 
индуцированного вакцинацией.
Материалы и методы. Исследования проводили на образцах венозной 
крови добровольцев трёх групп: 1) госпитализированные в стационар 
с  диагнозом COVID-19; 2) перенёсшие COVID-19; 3) вакцинированные про-
тив COVID-19. Т-клеточный иммунный ответ оценивали с помощью тест-
системы «ТиграТест® SARS-CoV-2», принцип работы которой заключается 
в определении in vitro количества Т-клеток, секретирующих гамма-интер-
ферон в ответ на стимуляцию пептидами SARS-СoV-2 в двух панелях анти-
генов: 1) пептиды спайк-белка (S); 2) пептиды N-, M-,Orf3a-, Orf7a-белков. 
Заключение. Метод IGRA ELISPOT является специфичным и чувствительным 
инструментом в оценке Т-клеточного иммунитета к вирусу SARS-CoV-2. 
Он позволяет оценить SARS-CoV-2-специфичные Т-клеточные реакции, инду-
цированные как естественной встречей с возбудителем, так и вакцинацией. 
Метод целесообразно использовать в рутинной практике для комплексной 
оценки иммунитета к SARS-CoV-2.
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AbSTrACT

The COVID-19 pandemic has stimulated interest in the development of biotechnology, 
as well as in the search for new solutions in the diagnostics of immune processes. 
The response of immunoglobulins A, M and G had a significant role in the assessment 
of virus-specific immune responses. Later, it was understood that for a comprehen-
sive assessment of adaptive immunity processes, it is reasonable to study its cellular 
component. One of the most affordable methods for assessing T  cell immunity, 
which has proven itself in the diagnosis of other infectious diseases, such as latent 
tuberculosis infection, is IGRA ELISPOT.
The aim of the study. To determine SARS-СoV-2 specific immune response of T lym-
phocytes in vitro in the peripheral blood of volunteers from various groups using 
IGRA ELISPOT method. We evaluated the applicability of the method to assess T cell 
immune response to infection and vaccination. In addition, we determined the dura-
tion of the maintenance period of the SARS-CoV-2 specific T cells immune response 
induced by vaccination.
Materials and methods. The study was carried out on venous blood samples of vol-
unteers from three groups: 1) hospital patients with COVID-19; 2) COVID-19 conva-
lescents; 3) vaccinated against COVID-19. The T cell immune response was assessed 
using the TigraTest® SARS-CoV-2 test system, which determines in vitro the number 
of T cells secreting interferon-gamma in response to stimulation with SARS-СoV-2 
peptides in two antigens panels: 1) peptides of the spike protein (S); 2) peptides 
of N, M, Orf3a and Orf7a proteins.
Conclusion. The IGRA ELISPOT assay is a specific and sensitive tool in the assess-
ment of  T  cell immunity to the SARS-CoV-2 virus. The method makes it possible 
to assess SARS-CoV-2 specific T cell responses induced both by natural encounter 
with the pathogen and by vaccination. It is advisable to use the method in routine 
practice for comprehensive assessment of immunity to SARS-CoV-2.

Key words: ELISPOT, SARS-CoV-2, COVID-19, T lymphocytes, T cells, immune response, 
TigraTest®, cellular immunity, vaccination
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введеНИе

Приобретённый, или адаптивный, иммунитет пред-
ставлен клеточным и гуморальным компонентами. 
Суть гуморального иммунитета заключается в синтезе 
В-лимфоцитами специфических антител [1, 2]. Т-клетки 
играют ключевую роль в реализации клеточного зве-
на адаптивного иммунитета [3–5]. В начале пандемии 
COVID-19 большое внимание уделялось диагностике гу-
морального иммунитета. Одним из вариантов диагно-
стики гуморального иммунитета является иммунофер-
ментный анализ (ИФА) – лабораторный иммунологиче-
ский метод качественного или количественного опре-
деления различных соединений, основанный на спец-
ифической реакции антиген  –  антитело [6]. В рамках 
ИФА-диагностики COVID-19 в основном определялся 
уровень антител (IgG, IgM, IgA). Позже несколько иссле-
дований показали, что Т-клетки, специфичные для SARS-
CoV-2, могут быть более чувствительным маркером пре-
дыдущей инфекции COVID-19, а одно только серологи-
ческое исследование гуморального адаптивного отве-
та может недооценивать долю населения, обладающего 
иммунной защитой [7, 8]. В связи с этим широкое рас-
пространение получил лабораторный метод ELISPOT 
(Enzyme-Linked ImmunoSpot), используемый для изу-
чения Т-клеточного иммунного ответа человека и жи-
вотных. Исследования показали, что наиболее иммуно-
генными являются: шиповидный (S), нуклеокапсидный 
(N), мембранный (М) белки, а также структурные бел-
ки ORF-3a, ORF-7a [9]. Эти рекомбинантные пептиды ис-
пользуются для стимуляции мононуклеарных клеток пе-
риферической крови для идентификации эффекторных 
Т-клеток. ELISPOT позволяет визуализировать секрети-
руемый эффекторной клеткой интерферон-гамма в от-
вет на её стимуляцию синтетическими пептидами SARS-
CoV-2. Каждая такая клетка образует пятно (спот) на дне 
планшета. По количеству спотов оценивается напряжён-
ность Т-клеточного ответа. Таким образом, количество 
Т-клеток, специфичных к SARS-CoV-2, позволяет оценить 
уровень иммунной защиты на индивидуальном уровне, 
в том числе у серонегативных лиц.

Целью настоящего исследования является оцен-
ка особенностей Т-клеточного ответа на антигены SARS-
CoV-2 у больных COVID-19, переболевших и вакциниро-
ванных лиц [10, 11].

мАТеРИАлы И меТоды ИССледовАНИя

Настоящее исследование было проведено с ноя-
бря по декабрь 2021 г. в г. Якутске, на базе научно-ис-
следовательской лаборатории «Клеточные технологии 
и регенеративная медицина» Медицинского института  
ФГАОУ ВО «Северо-Восточный федеральный универси-
тет имени М.К. Аммосова».

Мононуклеарные клетки периферической крови 
(МКПК) выделяли из образцов цельной крови пациен-
тов и промывали для удаления любых источников фоно-
вого сигнала, мешающего анализу. Затем МКПК подсчи-

тывали, для того чтобы внести в анализируемый обра-
зец стандартное количество клеток. Подсчёт служит га-
рантией того, что для анализа образцов крови лиц с низ-
ким содержанием Т-клеток вследствие иммунодефицита 
или иммуносупрессии в лунки планшета будет внесено 
стандартное количество клеток, что исключит наличие 
ложноотрицательного результата. Для каждого образца 
требуются 4 лунки: 1) панель антигенов 1 (ПАГ 1) – пеп-
тиды S-белка (spike), содержит 25 % диметилсульфоксида 
(ДМСО); 2) панель антигенов 2 (ПАГ 2) – пептиды белков N, 
M, ORF3a и ORF7a, содержит 25 % ДМСО; 3) положитель-
ный контроль (К+) – моноклональное антитело ОКТ-3, сре-
да AIM-V + AlbuMAX, антимикробные средства (100-крат-
ный концентрированный раствор) для подтверждения 
функциональности МКПК; 4) негативный контроль (К–) – 
AIM-V® + AlbuMAX для выявления неспецифической акти-
вации клеток. МКПК инкубируют с антигенами SARS-CoV-2 
для стимуляции специфичных Т-клеток. Цитокин интер-
ферон-гамма (IFNγ) связывается и удерживается рядом 
с секретирующей его Т-клеткой специфическими анти-
IFNγ антителами, находящимися на поверхности мембра-
ны, выстилающей лунку. После активации все клетки уда-
ляются промыванием, и для детекции цитокина прибав-
ляются другие анти-IFNγ антитела, конъюгированные ще-
лочной фосфатазой и узнающие другой эпитоп молекулы 
IFNγ. После инкубации не связавшийся конъюгат удаляет-
ся промыванием. В каждую лунку вносится раствор хро-
могенного субстрата, который преобразуется щелочной 
фосфатазой в окрашенное пятно нерастворимого преци-
питата в месте реакции. Каждое пятно является отпечат-
ком одной Т-клетки, секретирующей IFNγ, а количество 
полученных пятен характеризует содержание специфич-
ных для антигенов патогена CD4+ и CD8+ Т-клеток в пери-
ферической крови. Результатом анализа является подсчёт 
количества пятен в лунках с контролями и антигенами.

Образцы крови забирали в пробирки Vacutainer с ли-
тий-гепарином. Для выделения МКПК в центрифужные про-
бирки (15 мл) помещали 3 мл раствора фиколл и выдержи-
вали их при температуре от 15 до 25 °С не менее 10 мин. 
Кровь (4 мл) для выделения МКПК перед центрифугирова-
нием разводили в 2 раза стерильным фосфатно-солевым 
буферным (ФСБ) раствором (4 мл). Далее 8 мл разведён-
ной крови осторожно наслаивали на 3 мл раствора фикол-
ла. Центрифугировали при 1000 g при температуре от 15 
до 25 °С в течение 20–25 мин. Образовавшееся мутное коль-
цо МКПК переносили в стерильные пробирки и доводили 
средой RPMI-1640 до 10 мл, затем центрифугировали при 
600 g в течение 7–10 мин (1-я отмывка) и при 400 g в тече-
ние 7–10 мин (2-я и 3-я отмывки). Сливали супернатант и ре-
суспендировали осадок в 0,5 мл среды AIM-V® + AlbuMAX® – 
исходная суспензия МКПК. Для анализа одного образца не-
обходимо в каждую лунку внести от 3,0 × 105 до 4,0 × 105 

МПКП (оптимально – 3,5 × 105 на 100 мкл). Чтобы добить-
ся оптимальной концентрации МКПК в лунках использо-
вали формулу пересчёта с инструкции. Подготовку план-
шетов, порядок промывки стрипов, внесение образцов 
в планшет и инкубацию МКПК с антигенами, внесение ра-
бочего раствора конъюгата и проявление пятен проводи-
ли по инструкции ТиграТест® SARS-CоV-2. 
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В каждую из четырёх лунок, меняя наконечники, 
вносили по 100 мкл рабочей суспензии МКПК. Планшет 
помещали в инкубатор с влажной камерой на 16–20 ча-
сов. Условия инкубации: температура 37 ± 1 °С; 5 ± 0,5 % 
СО2; влажность 95 %.

При оценке результатов в позитивном контроле ко-
личество спотов должно быть более 100. При оценке ре-
зультатов в негативном контроле допускается наличие 
до 14 спотов. Для определения количества пятен в лунках 
с антигенами необходимо из числа спотов в ПАГ 1 и ПАГ 2 
вычесть число спотов в К–. Результат теста рассматрива-
ли как отрицательный, если в результате анализа коли-
чество спотов как в лунке с ПАГ 1, так и в лунке с ПАГ 2, 
за вычетом количества пятен в отрицательном контроле, 
не превышает 10. Отрицательный результат показывает, 
что образец, вероятно, не содержит Т-клеток, специфи-
чески сенсибилизированных в отношении определённых 
антигенов коронавируса SARS-CоV-2. Результат теста сле-
дует рассматривать как положительный, если в результате 
анализа количество пятен как в лунке с ПАГ 1, так и в лун-
ке с ПАГ 2, за вычетом количества пятен в К–, превышает 
12. Положительный результат может потенциально свиде-
тельствовать о сформировавшемся Т-клеточном иммуни-
тете к вирусу SARS-CоV-2 в результате перенесённого за-
болевания COVID-19 (в том числе в бессимптомной форме)  
и/или вакцинации [12].

Статистический анализ проведён с использованием 
программы IBM SPSS Statistics 23 (IBM Corp., США). Про-
верку на нормальность распределения изучаемых ко-
личественных показателей проводили по тесту Колмо-
горова – Смирнова. Совокупности количественных по-
казателей, распределение которых отличалось от нор-
мального, описывались при помощи значений медианы 
(Me) и нижнего и верхнего квартилей (Q1–Q3). При срав-
нении количественных показателей групп статисти-
ческую значимость различий оценивали с  помощью 
t-критерия Стъюдента при нормальном распределении 
и с помощью критерия Манна – Уитни при ненормаль-
ном. Для сравнения частот качественных признаков в не-
связанных группах применялся критерий χ2. Результаты 
считались статистически значимыми при величинах до-
стигнутого уровня значимости p < 0,05.

Исследования соответствовали этическим стандар-
там комитетов по биомедицинской этике, разработан-
ной в соответствии с Хельсинкской декларацией Все-
мирной медицинской ассоциации. Соблюдены принци-
пы добровольности, прав и свобод личности, гаранти-
рованных статьями 21 и 22 Конституции РФ.

РеЗУльТАТы И Их оБСУждеНИе

Всего нами обследовано 67 человек, средний воз-
раст которых составил 57,75 ± 17,12 года. Соотношение 
обследованных лиц по полу было следующим: 19 муж-
чин (средний возраст – 53,68 ± 15,57 года) и 48 женщин 
(средний возраст – 59,35 ± 17,58 года). 49 из 67 человек 
(средний возраст – 55,29 ± 16,39 года) были доброволь-
цами, сдавали кровь в условиях поликлиники. Другие 

18 человек (средний возраст – 64,04 ± 17,71 года) были 
пациентами стационарных отделений, специализиро-
ванных по COVID-19. Выявлена тенденция к повышению 
возраста (р = 0,062) у госпитализированных, в сравнении 
с амбулаторно обследованными лицами. Из всех 67 об-
следованных лиц к моменту взятия венозной крови пе-
реболевшими COVID-19 оказалось 44 человека, что со-
ставило 65,7 %. Переболевшими считали лиц, которым 
был поставлен клинический диагноз COVID-19.

Выявлено статистически значимое различие в рас-
пределении ранжированных данных количества спотов 
ПАГ 2 (пептиды белков N, M, ORF3a и ORF7a) по группам 
в зависимости от клинического диагноза COVID-19 об-
следованных больных (χ2 = 12,11; р = 0,033), т. е. в груп-
пе переболевших COVID-19 (n = 44) медиана количества 
спотов положительного результата (25,50 (6,00; 40,00)) 
статистически значимо (р = 0,009) превышает значения 
непереболевших лиц (n = 23) (8,00 (1,00; 16,00)) (рис. 1).
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РИС. 1.  
Распределение обследованных лиц по результатам теста 
в ПАГ 2
FIG. 1.  
Distribution of the examined persons according to the results  
of Antigen Panel 2 test 

Следует отметить, что было выполнено ранжиро-
вание количества спотов (с учётом вычета спотов в не-
гативном контроле) в лунках на 5 групп: 0-я – отрица-
тельный результат; 1-я – от 10 до 19 спотов; 2-я – от 20 
до 29 спотов; 3-я – от 30 до 39 спотов; 4-я – от 40 до 49 спо-
тов; 5-я – более 50 спотов в лунках.

Несмотря на то, что в обеих сравниваемых группах ко-
личество лиц с отрицательным результатом Т-клеточного 
ответа в ПАГ 2 почти одинаково, у переболевших COVID-19 
отмечаются выраженные различия по положительным 
данным числа спотов. Так, максимальная доля перебо-
левших с положительным Т-клеточным ответом в ПАГ 2 
(43,3 %) относится к 4-й группе (от 40–49 спотов).

Необходимо отметить, что у 43,7 % лиц (n = 23), кото-
рые в анамнезе отрицали факт болезни COVID-19, были 
выявлен положительный Т-клеточный ответ в ПАГ  2 
(пептиды белков N, M, ORF3a и ORF7a). При этом у 60 % 
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лиц с положительным результатом количество спотов 
наименьшее – 10–19. Таким образом, можно говорить 
о том, что у лиц с клинически подтверждённым диагно-
зом COVID-19 статистически значимо чаще встречает-
ся положительный Т-клеточный ответ в панели антиге-
нов 2 и статистически значимо большее количество спо-
тов, чем у непереболевших COVID-19.

Анализ данных Т-клеточного ответа в ПАГ 1 (пепти-
ды Spike-белка) показал, что у переболевших лиц име-
ется тенденция (р = 0,081) к повышению количества спо-
тов (22,50 (4,25; 39,50)) в сравнении с непереболевшими 
(14,00 (4,00; 23,00)).

Статистически значимое различие в ПАГ 1 выявлено 
при сравнении групп в зависимости от факта проведён-
ной вакцинации против COVID-19 и независимо от вида 
вакцины (рис. 2а). У вакцинированных лиц (n = 37) меди-
ана спотов, положительных по ПАГ 1 (23,00 (14,00; 44,00)), 
статистически значимо (p = 0,014) выше, чем у невакци-
нированных (n = 30) (12,00 (3,00; 27,25)). Проведён ана-

лиз оценки Т-клеточного ответа на SARS-CoV-2 в зависи-
мости от вида вакцины. Из 37 вакцинированных лиц вак-
цину «Гам-КОВИД-Вак» получили 28 (76,7 %), «ЭпиВакКо-
рона» – 5 (13,5 %), «КовиВак» – 4 (10,8 %). При этом про-
цент дважды вакцинированных составил 67,6 % (n = 25), 
трижды вакцинированных – 8,1 % (n = 3).

Среди 23 лиц, отрицающих факт болезни COVID-19 
в анамнезе, т. е. отнесённых к группе непереболевших, 
существует тенденция (χ2 = 3,24; р = 0,072) зависимости 
от наличия вакцины (Гам-КОВИД-Вак, ЭпиВакКорона, 
КовиВак) и положительного результата в ПАГ 1 (рис. 2). 
У вакцинированных вырабатывается преимущественно 
Т-клеточный иммунитет к ПАГ 1, нежели к ПАГ 2.

В группе непереболевших COVID-19, вакцинирован-
ных «Гам-КОВИД-Вак», наблюдался чёткий Т-клеточный 
иммунный ответ в ПАГ 1 и ПАГ 2 (20–50 спотов) (рис. 3), 
тогда как у вакцинированных препаратом «ЭпиВакКо-
рона» в ПАГ 2 отсутствовал Т-клеточный иммунный от-
вет, а в ПАГ 1 (более 40 спотов) иммунный ответ отмечен 
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РИС. 2.  
Распределение по ранжированным данным спотов в ПАГ 1 (а) 
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FIG. 2. Distribution according to the ranked data of spots in Anti-
gen Panel 1 (а) and Antigen Panel 2 (б) depending on the vaccine 
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FIG. 3.  
Average values of time since last vaccination according to the re-
sults of T cell response in Antigen Panel 1 (а) and Antigen Panel 2 (б)
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лишь у незначительного количества пациентов (10 %). 
Следует отметить, что все вакцинированные (n = 4) пре-
паратом «Ковивак» оказались в группе переболевших 
СОVID-19. Представленные данные указывают на бо-
лее эффективное формирование Т-клеточного ответа 
на SARS-CoV-2 при вакцинации «Гам-КОВИД-Вак». 

Медиана срока с момента получения последней вак-
цинации для всех вакцинированных лиц (n = 37) состави-
ла 5,00 (1,87; 6,87) месяцев (рис. 3). Сравнительный ана-
лиз по результатам формирования Т-клеточного ответа 
в ПАГ 1 и ПАГ 2 установил статистически значимые раз-
личия в зависимости от срока вакцинирования. 

Медиана отрицательного результата в ПАГ 1 соста-
вила 6,7  (6,12; 7,43) месяцев, что статистически значи-
мо больше (р = 0,039), чем у положительного результа-
та (4,00 (1,12; 6,00) месяца). Аналогично, медиана отрица-
тельного результата в ПАГ 2 составила 6,5 (5,00; 7,50) ме-
сяцев, положительного – 4,00 (1,00; 6,00) месяца (р = 0,014). 
Таким образом, косвенно можем утверждать, что срок бо-
лее 6 месяцев, видимо, является критичным по отноше-
нию к снижению Т-клеточного ответа к SARS-CoV-2. 

Анализ данных компьютерной томографии (КТ) у го-
спитализированных лиц (n = 26) выявил следующее рас-
пределение: 25%-е поражение лёгких имели 16 пациен-
тов; 25–50%-е поражение – 9 пациентов; 50–75%-е – 1 па-
циент (рис. 4).
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РИС. 4.  
Распределение ранжированных спотов в ПАГ 1 и ПАГ 2 в зави-
симости от площади поражения лёгких (КТ-исследование) 
FIG. 4.  
Distribution of ranked spots in Antigen Panel 1 and Antigen Pan-
el 2 depending on the volume of tissue lung damage (according 
to CT scan)

Выявлена статистически значимая (χ2  =  19,23; 
р = 0,037) зависимость ранжированных данных в ПАГ 1 
от результатов компьютерной томографии (площади по-
ражения лёгких). При этом максимальное значение меди-
аны спотов (21,50 (4,50; 43,25)) отмечается в группе с 25%-
м поражением лёгких; у лиц с поражением лёгких от 25 % 
до 50 % медиана спотов составила 3,00 (1,00; 43,00).

ЗАклюЧеНИе

При оценке Т-клеточного ответа к SARS-CoV-2 мето-
дом ELISPOT выявлены следующие особенности. 

В группе переболевших медиана количества спо-
тов в ПАГ 2 (пептиды белков N, M, Orf7a, Orf3a) статисти-
чески значимо выше (р = 0,009), чем у лиц, не перебо-
левших COVID-19. Количество спотов в ПАГ 1 (пептиды 
S-белка) в группе переболевших имеет тенденцию к по-
вышению (р = 0,081).

У вакцинированных лиц Т-клеточный иммунитет выра-
батывается преимущественно в ПАГ 1 (пептиды S-белка), 
нежели в ПАГ 2 (пептиды N-, M-, Orf7a-, Orf3a-белков). Ме-
диана спотов в ПАГ 1 в группе вакцинированных статисти-
чески значимо выше (p = 0,014), чем у невакцинированных.

Более эффективное формирование Т-клеточного от-
вета на SARS-CoV-2 наблюдается при вакцинации «Гам-
КОВИД-Вак» (Спутник V).

Cрок более 6 месяцев, видимо, является критичным 
по отношению к снижению Т-клеточного ответа к SARS-
CoV-2 после вакцинации.

Максимальное значение медианы количества спотов 
отмечается у лиц с меньшим поражением лёгких (до 25 %);

Таким образом, полученные нами результаты указы-
вают на высокую степень обоснованности и достовер-
ности метода ELISPOT. Простота, высокая чувствитель-
ность и воспроизводимость метода дают основание для 
его широкого применения. 
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