Разработка двухцветной иммунохроматографической тест-системы для определения вируса SARS-CoV-2
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Коронавирусное заболевание 2019 года (COVID-19) требует ранней диагностики. Это позволит своевременно выбрать стратегию лечения и изолировать больного для исключения дальнейшей передачи вируса. 
Часто используемым способом диагностики SARS-CoV-2 является ПЦР в реальном времени. Однако необходимость в специальном оборудовании и квалифицированном персонале ограничивает использование этого метода. Востребованными становятся иммунохроматографические тесты (тест-полоски), позволяющие получить результат за 10-15 минут «у кровати больного», без использования лабораторного оборудования и дополнительных реагентов.
Цель данного исследования – разработка тест-полоски для обнаружения вируса SARS-CoV-2 в мазках рото- и носоглотки. В качестве определяемого антигена выбран нуклеопротеин вируса. Для формирования контрольной и аналитической зон использовались красные и синие латексные частицы соответственно. Связывание в контрольной зоне реализовано через модуль биотин-стрептавидин.
Произведен скрининг и выбраны рабочие пары моноклональных антител (HyTest, Россия) к нуклеопротеину SARS-CoV-2. Для получения окрашенных конъюгатов использовались латексные частицы 300 нм с карбоксильными группами. Пришивку антител проводили карбодиимид-сукцинимидным методом. Конъюгаты охарактеризованы как на размер и степень агрегации методом динамического рассеивания света, так и на сохранение антигенсвязывающих свойств антител в формате иммунохроматографии. Средний диаметр частиц с иммобилизованным реагентом составил 385 нм, подтверждено отсутствие агрегатов. Для всех конъюгатов показано сохранение антигенсвязывающей способности антител.
Разработка иммунохроматографической системы включает в себя оптимизацию состава мультимембранного композита как по используемым мембранам, так и по составу наносимых реагентов. Проведена сравнительная характеристика мембран для образца и конъюгата. Проверено 12 мембран производства KinBio (Китай) и Ahlstrom (Финляндия). Выбран состав мультимембранного композита, обеспечивающий стабильное и равномерное движение фронта жидкости и полное вымывание окрашенного конъюгата частица-антитела.
Подобрана реакционная среда, обеспечивающая максимальную интенсивность окрашивания аналитической и контрольной зон при минимальном уровне фонового сигнала. Выбраны компоненты буферов для нанесения специфических реагентов, обеспечивающие стабильность при хранении на протяжении более 540 дней (ускоренное старение).
Предел обнаружения разработанной тест-системы составляет 700 пг/мл. Высокая интенсивность сигнала и быстрое время анализа (15 мин) характеризуют систему как эффективное решение для диагностики острого инфекционного заболевания SARS-CoV-2.  
