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АННОТАЦИЯ

 Оценка стабильности компонентов набора является критически важным этапом при разработке тест-систем для 
иммуноферментного анализа (ИФА), так как она напрямую определяет точность и воспроизводимость диагностиче-
ских результатов а процессе хранения и эксплуатации. В данной работе проведено исследование стабильности и вос-
производимости разработанной ИФА тест-системы на основе рекомбинантного химерного белка SM при различных 
температурных режимах. Стабильность компонентов оценивали по динамике изменения аналитического сигнала оп-
тической плотности (ОП) и межповторной вариабельности результатов коэффициента вариации CV, % в течение кон-
тролируемого периода времени при температурах -20ºC, 4ºC, 22ºC и 37ºC. Установлено, что стабильность разработан-
ной ИФА тест-системы носит строго температурозависимый характер. Оптимальным режимом хранения определены 
условия стандартного охлаждения при 4ºC, обеспечивающие наилучшую сохранность аналитического сигнала 81,3% 
от исходного уровня, ОП450 = 1,933привысокой воспроизводимости результатов CV = 1,74%, что стабильно ниже нор-
мативного порога ≤ 5%. Условия глубокого замораживания -20% продемонстрировали выраженные ограничения, не-
смотря на относительно высокий сигнал ОП450 = 1,623, 68,2% остаточной активности, замораживание и оттаивание 
реагентов привели к росту аналитической вариабельности данных CV = 5,56%, превышающей критерий приемлемо-
сти. Термическое воздействие при 22ºC и 37% температурах оказалось критически деструктивным, вызывая денату-
рацию белковых компонентов и потерю более 65% исходной активности белка. Полученные результаты показывают, 
что для долгосрочного сохранения параметров чувствительности, специфичности и воспроизводимости анализа раз-
работанного диагностикума обязательным технологическим показателем является его хранение исключительно при 
температуре 4ºC с соблюдением правил холодовой цепи. 
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ВВЕДЕНИЕ 

В условиях продолжающейся циркуляции SARS-
CoV-2 и появления новых вариантов вируса сохраняется 
необходимость в разработке и совершенствовании надеж-
ных серологических тестов, способных оценивать иммун-
ный статус населения. Вследствие частой мутации основ-
ного антигена S-белка вируса SARS-CoV-2 актуальным 
становиться подход, основанный на применении химер-
ных или комбинированных белков, способных повысить 
диагностическую эффективность ИФА [1, 2]. 

Рекомбинантные формы S белка и его фрагментов ак-
тивно используются в производстве серологических те-
стов, разработке вакцины и исследовании взаимодействия 
антиген-антитело. Однако экспрессия полноразмерного 
S белка может быть затруднена из-за его большой мо-
лекулярной массы, сложной структуры и склонности к 
агрегации [3-5]. В связи с этим выбор все чаще отдается 
химерным конструкциям, в которых сочетаются иммуно-
генные домены с элементами, повышающими раствори-
мость, стабильность и простоту очистки [6-8]. Химерные 
белки широко используются в биомедицинских исследо-
ваниях и разработке диагностических тест-систем бла-
годаря своей способности совмещать функциональные 
домены различных белков [9-12]. Одним из ключевых эта-
пов в их получении является оптимизация условий экс-
прессии в клетках-продуцентов, в частности, Escherichia 

coli (E. coli) [13-14]. 
Стабильность реагентов ИФА тест-системы для выяв-

ления антител к вирусу SARS-CoV-2 является критически 
важным параметром и на прямую влияющим на досто-
верность результатов сероэпидемиологических исследо-
ваний, мониторинга постинфекционного и поствакци-
нального иммунитета. Как известно белки имеют низкую 
стабильность и склонны к потере структуры и функцио-
нальности при высоких температурах. Кроме того, было 
показано, что антигены на пластиковой поверхности 
имеют более низкие показатели стабильности без охлаж-
дения по сравнению с антигенами в буферном растворе 
[15-16]. Таким образом, оценка стабильности реагентов 
ИФА тест-системы позволяет обеспечить сопоставимость 
данных, снизить риск ложноположительных и ложноот-
рицательных результатов и повысит точность данных се-
рологических исследований как в клинической практике, 
так и в научных и эпидемиологических исследованиях 
[16]. 

Целью данной работы является оценка стабильности 
ИФА тест-системы на основе рекомбинантного химерного 
белка к вирусу SARS-CoV-2 при различных температур-
ных условиях, а также определение оптимальных пара-
метрах хранения для обеспечения точности и надежно-
сти тестирования.

https://orcid.org/0000-0002-5500-9913
https://orcid.org/0000-0002-7954-6246
https://orcid.org/0000-0002-6593-0271
https://orcid.org/0009-0007-0183-4401
https://orcid.org/0000-0001-8777-8453


323

Eurasian Journal of Applied Biotechnology. №.3, 2026 
DOI: 10.11134/btp.3.2026.34

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В настоящей работе были проведены испытания по из-
учению стабильности, разработанной ИФА тест-системы 
для выявления антител к вирусу SARS-CoV-2 на основе 
рекомбинантного химерного белка SM», для качествен-
ного определения антител к вирусу SARS-CoV-2 на ос-
нове рекомбинантного химерного SM белка [17].

Краткая характеристика рекомбинантного химер-
ного белка SM

Для создания рекомбинантного химерного SM белка 
были объединены фрагменты S-белка (аминокислотные 
остатки 554–593) и M-белка (остатки 1–19), соединенные 
последовательностью SSGGGGSS. Кодирующая после-
довательность была клонирована в вектор pET32b(+) и 
экспрессирована в клетках E. coli ER2566. После индук-
ции 0,5 мМ IPTG при 37ºC в течение 4 ч был получен ре-
комбинантный белок с расчётной молекулярной массой 
около 28 кДа. Дополнительная информация представлена 
со ссылкой на ранее опубликованную работу [17]. 

Диагностический cut-off ИФА 
Для интерпретации результатов исследования исполь-

зовали диагностический cut-off, ранее установленный и 
описанный в опубликованной работе [17]. Образцы со 
значением ОП выше установленного порового значения 
использовали как положительные, а образцы со значением 
ниже cut-off как отрицательные. Установленный диагно-
стический порог cut-off применяли при расчете чувстви-
тельности и специфичности ИФА тест-системы. 

Иммуноферментный анализ.
Для проведения испытания тест-системы применяли 

непрямой иммуноферментный анализ, направленный 
на выявление специфических антител к вирусу SARS-
CoV-2 в сыворотках крови. В качестве антигена был ис-
пользован рекомбинантный химерный SM белок, пред-
варительно сенсибилизированный на поверхность лунок 
полистиролового 96-луночного планшета производство 
Nunc (Дания). Для работы были использованы сыворотки 
в разведениях 1:100 в ФБСТ-20 (фосфатно-солевой бу-
фер с добавлением Твин-20) и далее инкубированы в те-
чение 1 часа при температуре 37ºC. Затем лунки планшет 
промывали 5 раз по 300 мкл ФБСТ-20. Вторичные анти-
тела были инкубированы в течение 30 минут при темпе-
ратуре 37ºC, после снова промывали лунки планшет рас-
твором ФБСТ-20. В качестве субстрата был использован 
3,3’,5,5’-тетраметилбензидин (TMB), добавляя по 100 мкл 
в каждую лунку. Планшеты инкубировали в темном ме-
сте при комнатной температуре в течение 15 минут. Ре-
акцию останавливали добавлением 100 мкл 1 M раствора 
H2SO4 на каждую лунку. Оптическую плотность (ОП) из-
меряли с помощью ридера ImmunoChem-2100 при длине 
волны 450 нм.

Изучение стабильности ИФА тест-системы.
Стабильность ИФА тест-системы оценивали в соот-

ветствии с общепринятыми требованиями к диагностиче-
ским методам [19]. Исследование включало оценку дол-
говременной стабильности, стабильности при различных 
температурных режимах. Долговременную стабильность 
оценивали при хранении тест-системы в условиях, пред-
усмотренных инструкцией по применению, при темпера-

туре 2–8ºC. Контрольные исследования проводили ежеме-
сячно в течение 10 месяцев. Стабильность тест-системы 
при различных температурных режимах оценивали после 
ее выдерживания при температуре 22°C и 37ºC в течение 
10, 20 и 30 суток. Хранение при температуре 22 ± 2ºC ис-
пользовали для оценки стабильности тест-системы при 
комнатной температуре, а выдерживание при температуре 
37ºC для оценки ее стабильности в условиях повышенной 
температуры. Дополнительно проводили исследование 
устойчивости реагентов к многократным циклам замора-
живания-оттаивания от 1 до 10 циклов при минус 20ºC с 
последующим оттаиванием при комнатной температуре. 
По завершении каждого установленного периода хране-
ния оценивали аналитические характеристики тест-си-
стемы и сравнивали полученные результаты с показате-
лями образцов, хранившихся при температуре 2–8ºC.

Отбор проб. Для определения стабильности иммуно-
ферментного анализа (ИФА) на антитела к вирусу SARS-
CoV-2 использовали архивные образцы сыворотки крови, 
полученные в период пандемии COVID-19 и сохранённые 
в замороженном виде в биобанке. В исследование вклю-
чали 20 образцов сыворотки, из которых 10 были поло-
жительными, а 10 отрицательными. Для подтверждения 
статуса образцов, положительные и отрицательные сыво-
ротки были проверены в микронейтрализационном тесте.

Реакция микронейтрализации (РН). Наличие нейтра-
лизующих антител и их титр проводили на монослойной 
культуре клеток Vero, приготовленной в 96-луночных 
планшетах. Нейтрализацию вируса оценивали по отсут-
ствию цитопатического эффекта монослоя клеток. Титр 
вируса и сыворотки крови рассчитывали по Риду и Менча 
[20-21].

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных проводили с ис-

пользованием GraphPad Prism.
Результаты измерений ОП представлены как среднее 

значение ± стандартное отклонение (Mean ± SD) трех по-
второв. Для оценки временной динамики аналитического 
сигнала при долговременном и ускоренном хранении при-
меняли простую линейную регрессию по средним значе-
ниям каждой временной точки. Для каждой температур-
ной группы определяли детерминации (R2) и р-значение 
для проверки отличия наклона. Статистически значимыми 
считали различия при р < 0,05. Относительное изменение 
ОП рассчитывали по формуле:

 ΔOП (%) = (ОПt - ОП0) /ОП0 х 100,
где ОП0- исходное значение ОП в момент времени t=0;
ОПt – значение ОП реакционной смеси в исследуемой 

временной точке;
ОПt — значение в соответствующей временной точке.
Качество анализа оценивали по коэффициенту вариа-

ции (CV) [22-23]. Для каждой температурной точке рас-
считывали процент остаточной активности (Аост), кото-
рый выражали как отношение полученного значения ОП 
в опыте к исходному значению ОП в начальный момент 
времени (t=0), принятому за 100%. 

Расчет проводили по формуле: Аост =(ОПt/ОП0)х100%
где: ОПt - значение ОП реакционной смеси в исследу-
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емой временной точке;
 ОП0 – исходное значение ОП в момент времени t=0 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Влияние температуры и времени хранения на анали-
тический сигнал ИФА тест-системы. В ходе исследова-
ний для определения стабильности нами разработанной 
ИФА тест-системы, была проведена оценка стабильности 
набора в условиях различных температурных и эксплуата-
ционых факторов, направленных на определение чувстви-
тельности и срока годности. Как показано на рисунке 1 и 
2, аналитический сигнал ИФА тест-системы существенно 
зависел от температуры и времени ее хранения.

Как видно из рисунка 1, стабильность разработанной 
ИФА тест-системы оценивали в течении 10 месяцев хра-
нения при -20ºC и 4ºC. К концу периода наблюдения сред-
няя ОП при - 20ºC составила 1,462 ± 0,261 против исход-
ных 2,323 ± 0,040, что соответствует изменению на 37,1%. 
При 4ºC показатель изменился с 2,460 ± 0,050 до 1,945 
± 0,083, что соответствует изменению на 20,9%. Линей-
ная регрессия выявила тенденцию к снижению аналити-
ческих параметров во времени при обеих температурах: 
- 20ºC (наклон составил = -0,06315 ОП/месяц (95% ДИ: 
-0,08089-0,04540; R2 =0,8781; р < 0,0001); 4ºC (наклон со-
ставил = -0,04594 ОП/месяц (95% ДИ: -0,07052-0,02136; 
R2 =0,6652; р < 0,0022). Таким образом, в условиях дол-
говременного хранения аналитический сигнал сохранялся 

на максимальном уровне при температуре 4ºC, а при -20ºC 
происходило лишь умеренное его снижение, не препят-
ствующее сохранению общей диагностической эффектив-
ности ИФА тест-системы. 

При ускоренном хранении (Рис.2) разработанной ИФА 
тест-системы в течение 30 суток наблюдалось выражен-
ное изменение аналитического сигнала при обеих темпе-
ратурах. При 22ºC средняя ОП составила 0,823 ± 0,075 
против исходных 2,365 ± 0,050, что соответствует умень-
шению на 65,2%. При 37ºC показатель изменился с 2,315 
± 0,050 до 0,786 ± 0,075 что соответствует изменению на 
66%. Линейная регрессия выявила тенденцию к сниже-
нию аналитических параметров во времени при обеих 
температурах: 22ºC (наклон составил = -0,05212 ОП/ме-
сяц (95% ДИ: -0,1003-0,003912; R2 =0,9154; р < 0,0432); 
37ºC (наклон составил = -0,05207 ОП/месяц (95% ДИ: 
-0,1120-0,007900; R2 =0,8747; р < 0,0648). Таким обра-
зом, ускоренное хранение сопровождалось существенной 
потерей аналитического сигнала, наиболее выраженной в 
первые 20 суток наблюдения. 

Измениение диагностических характеристик ИФА 
тест-системы при различных температурных режимах 
хранения. 

Для оценки стабильности ИФА тест-системы было 
показано влияние различных температурных режимов 
на ее ключевые диагностические характеристики. В ка-
ждой температурной точке рассчитывали процент оста-
точной активности, выражаемый как отношение получен-
ного значения ОП к исходному значению ОП в начальный 
момент времени [31]. Результаты оценки стабильности 
ИФА тест-системы по величине аналитических сигналов 
показали, что ее хранение при температуре 4ºC сопрово-
ждалось сохранением высоких диагностических показа-
телей на протяжении всего периода наблюдения (Рис. 3).

При температуре хранении 4ºC остаточная активность 
ИФА тест-системы составила не менее 90% на протяже-
нии всего периода хранения, что подтверждает стабиль-
ность сохранение диагностической эффективности. Хра-
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Рисунок 1. Динамика аналитических показателей хранения 
ИФА тест-системы при долговременном хранении в темпера-

турных условиях -20ºC и 4ºC. 

Рисунок 2. Динамика аналитических показателей ИФА 
тест-системы в условиях ускоренного хранения при темпера-

турах 22ºC и 37ºC.
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Рисунок 3. Влияние температуры хранения на чувствитель-
ность ИФА тест-системы 
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нение ИФА тест-системы при минус 20ºC наблюдалось 
умеренное снижение чувствительности, тогда как при 
хранении при 22ºC и 37ºC показатели снижались до 35% 
и 30% соответственно, что указывает на потерю антиген-
ных свойств химерного SM белка. 

Воспроизводимость ИФА тест-системы. 
Для оценки воспроизводимости разработанной ИФА 

тест-системы в процессе хранения был проведен ана-
лиз результатов трехкратных параллельных измерений. 
Важнейшим критерием выступал коэффициент вариации 
(CV), нормативный порог которого для тест-системы не 
должен превышать 5%. Исходные данные ОП, результаты 
расчета стандартного отклонения (SD) и итоговые показа-
тели для каждого температурного режима представлены 
в таблице 1. 

Анализ экспериментальных данных показал, что опти-
мальным режимом, обеспечивающим максимальную со-
хранность аналитических характеристик, является хра-
нение при температуре 4ºC. В этим условиях среднее 
значение ОП450 составило 1,933, практически не уступая 
контрольному показателю исходной точки 2,379. При этом 
коэффициент вариации составил всего 1,74%, что строго 
соответствует жестким отраслевым требованиям к вос-
производимости ИФА тест-систем CV ≤ 5%. В условиях 
глубокого замораживания – 20ºC отмечалась относитель-
ная стабильность ИФА тест-системы. Несмотря на уме-
ренное падение ОП, показатели вариабельности зафикси-
рованы на границе нормативного диапазона CV=5,56%, 
что подтверждает сохранение достаточной точности ана-
лиза. При 22ºC и 37ºC температурах зафиксировано рез-
кое более чем в 3 раза падение интенсивности анали-
тического сигнала, до средних значений 0,771 и 0,815 
соответственно. Параллельно с падением сигнала наблю-
далось закономерное и значительное возрастание вари-
абельности результатов между лунками. Так коэффици-
ент вариации в условиях тепла увеличился до 10,21% при 
22ºC и 13,01% при 37%, что существенно превышает до-
пустимый 5% порог. 

Оценка стабильности ИФА тест-системы при дли-
тельном хранении 

Стабильность разработанной ИФА тест-системы оце-
нивали на трех сериях (001, 002, 003) с использованием 
панели из 20 сывороток крови, включавшей 10 положи-
тельных и 10 отрицательных образцов. Исследования про-
водили на 5, 8 и 10 месяцах хранения. Для каждой серии 
и срока рассчитывали среднюю ОП450, стандартное откло-
нение и относительное изменение сигнала по сравнению 
с 5-ым месяцем (Рис. 4). 

В группе положительных сывороток наблюдалось по-
следовательное снижение среднего сигнала во всех трех 
сериях. Для серии 001 среднее ОП450 уменьшилось с 1,278 
± 0,437 на 5-ом месяце до 1,145 ± 0,357 на 8-ом и 0,958 ± 
0,301 на 10-ом месяце. Аналогическая динамика отмеча-
лась для серии 002: 1,270 ± 0,352; 1,141 ± 0,310 и 0,929 
± 0,276 соответственно, а также для серии 003: 1,268 ± 
0,307; 1,123 ± 0,298 и 0,929 ± 0,276. Относительное сни-
жение среднего сигнала к 10 – му месяцу составило 25%, 
26,41%, 26,70% для серии 001, 002, 003. Двухфакторный 
дисперсионный анализ с повторными измерениями вы-
явил значимый эффект времени в группе положитель-
ных сывороток F(2,18) = 78,88; р = 1,24 х 10-9. Эффект 
серии F(2,18) = 0,358; р = 0,704 и взаимодействие вре-
мени и серии F(4,36) = 0,262; р = 0,900 статистически 
значимыми не были. В группе отрицательных сывороток 
среднее значения ОП450 оставались низкими на протяже-
нии всего периода наблюдения. На 5 и 10 месяцах ОП 
составляли 0,121 ± 0,032 и 0,108 ± 0,037 для серии 001; 
0,116 ± 0,025 и 0,111 ± 0,017 для серии 002; 0,124 ± 0,030 
и 0,108 ± 0,015 для серии 003соответственно. Дисперси-
онный анализ показал погранично значимый эффект вре-
мени F(2,18) = 3,568; р = 0,0495, тогда как эффект серии 
р = 0,740 и взаимодействие времени и серии р = 0,291 не 
был значимыми. При применении установленного поро-
вого значения ОП450 = 0,313 все положительные образцы 
оставались выше порога, а все отрицательные ниже него 
во всех трех сериях и на всех исследованных сроках. Та-
ким образом, на данных контрольной панели чувствитель-
ности и специфичности составили 100% для каждой се-
рии и срока хранения. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Оценка стабильности ИФА тест-системы является 
важной частью при ее разработке, так как она влияет на ее 

Таблица 1. Показатели оптической плотности и коэффициенты вариации (CV,%) ИФА тест-системы после 
хранения 

Температурный 
режим хранения Повторность 1 Повторность 2 Повторность 3 Среднее ОП₄₅₀ SD CV,%

Исходная точка 
t=0 2,340 2,400 2,396 2,379 0,034 1,41

-20ºC 1,687 1,520 1,663 1,623 0,090 5,56
4ºC 1,936 1,898 1,965 1,933 0,034 1,74

22ºC 0,750 0,840 0,684 0,771 0,078 10,21
37ºC 0,802 0,923 0,712 0,815 0,106 13,01

Рисунок 4. Динамика изменений ОП образцов трех серий (се-
рия 001,002 и0,03) на протяжении 5, 8 и 10 месяцев 
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надежность и точность при использовании. Реагенты, вхо-
дящие в состав набора способны сохранять заявленные 
аналитические и диагностические параметры, такие как 
чувствительность, специфичность, воспроизводимость и 
линейность сигнала при постановке теста в течение срока 
годности, а также при воздействии факторов хранения и 
эксплуатации [15-16, 24]. 

Антигены, в особенности рекомбинантные белки, бо-
лее чувствительны к условиям окружающей среды по-
сле прикрепления их к поверхности планшет. Изменение 
в их вторичной и третичной структуре могут привести к 
потере конформационных эпитопов и, распознаванию ан-
тител, что снижает точность и чувствительность тест-си-
стемы [25-26]. Кроме того, стабильность рекомбинант-
ного белка и реагентов, а также условия их хранения 
могут существенно повлиять на достоверность резуль-
татов, что делает эти аспекты критически важными для 
точности диагностики. Исследование Mai M. El-Daly, ак-
центирует внимание на значении стабильности тестовых 
систем и точности их работы в разных условиях [27].

Исследования показывают, что ИФА реагенты, под-
вергшиеся воздействию повышенной температуры во 
время транспортировки и хранения [28], давали значи-
тельно отличающиеся результаты по сравнению с кон-
тролируемыми наборами, что указывает на снижение ста-
бильности и повышение вариабельности измерений при 
высоких температурах. Антитела в ИФА тест-системах 
могут терять способность специфически связывать анти-
ген при хранении вне рекомендованных температурных 
условий, что подчеркивает важность соблюдения темпе-
ратурного режима (2-8ºC) для сохранения функциональ-
ности реагентов [29]. 

В наших исследованиях была проведена оценка ста-
бильности ИФА тест-системы при хранении в различных 
температурных условиях с анализом динамики аналити-
ческого сигнала, а также диагностических характеристик, 
таких как чувствительность и воспроизводимость тест-си-
стемы. Стабильность исследуемого набора оценивали по 
изменению ОП во времени при хранении в различных 
температурных режимах: -20ºC +4ºC, +22ºC, +37ºC [30]. 
Измерения ОП проводили в одинаковых эксперименталь-
ных условиях, что позволило корректно сравнивать значе-
ния ОП между временными точками и температурными 
режимами. 

В исходной точке среднее значение ОП450 составляло 
2,379 при коэффициенте вариации 1,41%, что свидетель-
ствует о высокой однородности результатов до начала хра-
нения. После выдерживания при различных температурах 
были выявлены выраженные различия в сохранности ана-
литических характеристик ИФА тест-системы. 

Наиболее благоприятным режимом оказалось хра-
нение при 4ºC. При этой температуре среднее значение 
ОП450 составило 1,933 или 81,3% от исходного уровня. 
Снижение сигнала на 18,7% указывает на некоторую по-
терю активности, но именно при 4ºC сохранились наибо-
лее высокие ОП среди всех исследованных условий. Од-
новременно коэффициент вариации составил 1,74%, что 
свидетельствует о высокой воспроизводимости резуль-
татов между параллельными измерениями. Таким обра-
зом, режим хранения при 4ºC можно рассматривать как 

оптимальный среди исследованных условий, как обеспе-
чивающий наилучшую сохранность аналитического сиг-
нала. Полученные результаты в целом согласуются с опу-
бликованными данными, представленные в статье [32], 
где также подчеркивается значение регламентированного 
температурного режима для сохранения функциональной 
активности иммунологических диагностических систем. 

Сравнение показывает, что охлаждение позволяет сни-
зить скорость процессов, способных приводить к изме-
нению структуры белковых компонентов, снижению их 
иммунореактивности и увеличению вариабельности ре-
зультатов. При хранении в условиях глубокого заморажи-
вания -20ºC среднее значение ОП450 снизилось до 1,623, 
что соответствует сохранению 68,2% от исходного уровня 
аналитического сигнала. Для данного режима коэффици-
ент вариации составил 5,56%, то есть превысил установ-
ленный критерий приемлемости в 5%. 

 Данный температурный режим продемонстрировал 
менее благоприятные результаты по сравнению с усло-
виями стандартного охлаждения. Негативное влияние в 
данном случае оказывают процессы локального кристал-
лообразования, изменение ионной силы раствора при за-
мораживании воды, а также стресс реагентов при после-
дующим оттаивании. В отличие то хранения при 4ºC, при 
котором вариабельность между параллельными измерени-
ями оставалась низкой, замораживание могло привести к 
неоднородному распределению или частичной инакти-
вации активных компонентов ИФА тест-системы. Дан-
ное наблюдение имеет практическое значение, поскольку 
даже при сохранении достаточно высокого среднего сиг-
нала повышенная вариабельность может снижать надеж-
ность интерпретации результатов около диагностического 
порога. 

При температуре 22 и 37ºC аналитический сигнал со-
хранялся лишь на уровне 32,4 и 34,3% от исходного со-
ответственно. Средние значения ОП450 составили 0,771 и 
0,815, что свидетельствует о существенной утрате функ-
циональной активности ИФА тест-системы. Вероятно, 
при повышенной температуре ускоряются процессы де-
натурации белков и разрушения пространственных эпи-
топов, ответственных за связывание антител. Кроме того, 
возможно снижение активности ферментной метки или 
изменение свойств компонентов конъюгата. Близкие зна-
чения сигнала при 22 и 37ºC могут указывать на то, что 
основная часть потери активности произошла уже при 
хранении в условиях комнатной температуры, а дальней-
шее повышение температуры не приводило к пропорцио-
нально большему снижению сигнала в рамках выбранного 
наблюдения. Наблюдаемая температурная зависимость 
согласуется с общими положениями, изложенными в ра-
боте [33], посвященной оценке стабильности и воспроиз-
водимости лабораторных иммунологических исследова-
ний. Авторы подчеркивают, что надежность результатов 
ИФА тест-систем определяется не только величиной сиг-
нала, но и стабильностью реагентов, соблюдением усло-
вий хранения и контролем аналитической вариабельно-
сти. 

В настоящем исследовании это подтверждается со-
четанными анализом среднего значения ОП450 и коэффи-
циента вариации, режима хранения при 4ºC обеспечивал 
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одновременно относительно высокую интенсивность сиг-
нала и низкую межповторную вариабельность. Также сле-
дует отметить, что хранение биологических образцов при 
высоких температурных условиях приводят к ухудшению 
стабильности аналитических значений, что влияет на диа-
гностические результаты. Кроме того, такие условия хра-
нения могут привести к снижению точности диагностики. 
Таким образом, результаты исследований демонстрируют, 
что стабильность ИФА тест-системы является темпера-
турозависимой. Оптимальными условиями хранения яв-
ляется +4ºC, тогда как хранение при комнатной и повы-
шенной температуре приводит к быстрому снижению 
аналитического сигнала и ограничивает срок годности. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В ходе исследования была проведена оценка влия-
ния температуры хранения на стабильность и аналити-
ческие характеристики ИФА тест-системы. Проведен-
ный комплекс исследований показал, что стабильность 
разработанной ИФА тест-системы носит строго темпе-
ратурозависимый характер. Оптимальным режимом хра-
нения является условия стандартного хранения при 4ºC 
обеспечивающие наилучшую сохранность аналитиче-
ского сигнала и высокую воспроизводимость результа-
тов. Хранение ИФА тест-системы при температуре -20ºC 
показал менее низкие результаты по сравнению с усло-
виями стандартного хранения. Во время хранения ИФА-
тест-системы при 22ºC и особенно при 37ºC наблюдалось 
снижение аналитического сигнала ОП, ухудшение диа-
гностических характеристик и увеличение вариабельно-
сти результатов. Полученные данные подтверждают необ-
ходимость соблюдения рекомендованных температурных 
условий хранения для обеспечения надежности предла-
гаемой ИФА-тест-системы, предназначенной для диагно-
стики коронавирусной инфекции на основе рекомбинант-
ного химерного SM-белка вируса SARS-CoV-2.
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ABSTRACT

Assessment of the stability of kit components is a critical step in the development of enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) systems, as it directly determines the accuracy and reproducibility of diagnostic results during storage and routine use. 
In the present study, the stability and reproducibility of a newly developed ELISA test system based on the recombinant chi-
meric SM protein were evaluated under different temperature conditions. The stability of the kit components was assessed by 
monitoring changes in the analytical signal, expressed as optical density (OD), and the variability of replicate measurements, 
expressed as the coefficient of variation (CV, %), over a controlled period at -20ºC, 4ºC, 22ºC, and 37ºC. The results demon-
strated that the stability of the developed ELISA test system was strongly temperature-dependent. Standard refrigerated stor-
age at 4ºC was identified as the optimal condition, providing the highest preservation of the analytical signal, with 81.3% of 
the initial signal retained (OD₄₅₀ = 1.933), while maintaining high reproducibility (CV = 1.74%), consistently below the pre-
defined acceptance threshold of ≤5%. Storage at -20ºC showed notable limitations. Despite maintaining a relatively high an-
alytical signal (OD₄₅₀ = 1.623) and 68.2% residual activity, freezing and thawing of the reagents resulted in increased analyt-
ical variability (CV = 5.56%), exceeding the established acceptance criterion. Exposure to elevated temperatures of 22ºC and 
37ºC had a pronounced detrimental effect on test-system stability, resulting in degradation of protein components and a loss 
of more than 65% of the initial activity. These findings demonstrate that, to ensure long-term preservation of the sensitivity, 
specificity, and reproducibility of the developed ELISA diagnostic kit, storage at 4ºC under properly maintained cold-chain 
conditions is an essential technological requirement.

Keywords: ELISA test system; stability; reagents; optical density; recombinant protein.
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ТҮЙІН

Жинақ компоненттерінің тұрақтылығын бағалау иммуноферменттік талдауға (ИФТ) арналған тест-жүйелерді әзір-
леудің аса маңызды кезеңдерінің бірі болып табылады, өйткені ол диагностикалық нәтижелердің сақтау және пай-
далану барысында дәлдігі мен қайталанғыштығына тікелей әсер етеді. Осы зерттеуде рекомбинантты химерлік SM 
ақуызы негізінде әзірленген ИФТ тест-жүйесінің әртүрлі температуралық режимдердегі тұрақтылығы мен нәтиже-
лерінің қайталанғыштығы зерттелді. Жинақ компоненттерінің тұрақтылығы -20ºC, 4ºC, 22ºC және 37ºC температура-
ларда бақыланатын уақыт кезеңі ішінде оптикалық тығыздық (ОТ) түрінде тіркелген аналитикалық сигналдың өзгеру 
динамикасы және қайталама өлшемдер нәтижелерінің вариабельділігі, яғни вариация коэффициенті (CV, %) бойынша 
бағаланды. Зерттеу нәтижелері әзірленген ИФТ тест-жүйесінің тұрақтылығы температуралық режимге айқын тәуелді 
екенін көрсетті. Оңтайлы сақтау жағдайы ретінде 4ºC температурадағы стандартты тоңазытқыш режимі анықталды. 
Бұл жағдайда бастапқы деңгейдің 81,3%-ын құрайтын аналитикалық сигналдың ең жоғары сақталуы қамтамасыз 
етілді (ОТ₄₅₀ = 1,933), ал нәтижелердің қайталанғыштығы жоғары деңгейде сақталды (CV = 1,74%), бұл белгіленген 
≤5% рұқсат етілген шектен тұрақты түрде төмен болды. -20ºC температурада сақтау белгілі бір шектеулерді көрсетті. 
Аналитикалық сигналдың салыстырмалы түрде жоғары деңгейде сақталуына (ОТ₄₅₀ = 1,623) және қалдық белсенділік-
тің 68,2% болуына қарамастан, реагенттерді мұздату және еріту аналитикалық вариабельділіктің артуына алып келді 
(CV = 5,56%), бұл белгіленген рұқсат етілетін критерийден жоғары болды. 22ºC және 37ºC температуралардың әсері 
тест-жүйе тұрақтылығына айқын теріс ықпал етті, нәтижесінде ақуыздық компоненттердің тұрақтылығы төмендеп, 
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бастапқы белсенділіктің 65%-дан астамы жоғалды. Алынған нәтижелер әзірленген ИФТ диагностикалық жинағының 
сезімталдығы, спецификалығы және нәтижелерінің қайталанғыштығы көрсеткіштерін ұзақ мерзім бойы сақтау үшін 
оны 4ºC температурада және суық тізбек талаптарын қатаң сақтай отырып сақтау міндетті технологиялық шарт бо-
лып табылатынын көрсетті.

Түйін сөздер: ИФА тест жүйесі, тұрақтылық, реагенттер, оптикалық тығыздық, рекомбинантты ақуыз.
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