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През декември 2019 г. Китай докладва ново 
бързо разпространяващо се заболяване в Ухан, 
провинция Хубей, обхванало над 216 страни и те-
ритории в света [1]. Изследванията бързо доказа-
ха причинителя – нов РНК-съдържащ вирус от сем. 
Coronaviridae, наречен по-късно SARS-CoV-2, а бо-
лестта причинена от него – COVID-19.

Коронавирусите (CoV) са сферични вируси (фиг. 
1), с големина около 150 nm, с обвивка, съдържа-
щи позитивна несегментирана РНК и са широко 
разпространени сред хората и бозайниците [2]. 
Геномът им е най-големият сред РНК вирусите – с 
дължина 26-32 kb (фиг. 2). Две трети от геномната 
РНК кодира два припокриващи се полипротеина – 
ORF1а и ORF1b, сред които е вирусната полиме-
раза – РНК-зависима-РНК-полимераза (RdRp) и 
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Резюме. Бързото и точно диагностициране на причинителя SARS-CoV-2 в условията на пандемията COVID-19 е изключи-
телно важно за контрола на инфекцията както сред асимптомните носители, така и сред заболелите. Диагностич-
ните тестове позволяват идентификация на контактните лица, навременно започване на лечението, правят въз-
можна оценката за прогресиране на заболяването. Тестовете имат отношение към важни за обществото решения 
за минимализиране на разпространението на инфекцията, особено при липса на специфична терапия и ваксини. 
В настоящия обзор обобщаваме данните за двете основни групи диагностични тестове – молекулярно-биологични 
и серологични – обект на постоянно развитие и усъвършенстване. Специално внимание се отделя на фактори, 
влияещи на тяхното изпълнение като вида на пробите, предназначението на отделните тестове и тяхната интер-
претация.
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Abstract. Rapid and precise diagnosis of the causative virus SARS-CoV-2 under COVID-19 pandemic conditions is essential for 
the control of infection in both asymptomatic viral carriers and individuals with signs of the disease. Diagnostic tests allow 
identifi cation of contact persons, timely starting of treatment, possibilities for assessing progress of disease. They are the 
basis for important decisions aiming minimizing of the virus spread in the society, especially when effective therapy and 
appropriate vaccines are lacking. In this review, we summarize the two main groups of diagnostic tests – molecular and 
serologic ones – a subject of permanent evolving and improvement. Special attention is paid to different factors during 
performance of the tests as types of samples, intended use of every test and its correct interpretation.
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редица неструктурни протеини (Nsps), включени в 
синтеза на дъщерната вирусна РНК или имунния 
отговор [3]. Останалата една трета от генома коди-
ра четири структурни белтъка – на шипчето – spike 
(S), на външната обвивка – повърхностен, envelope 
(E), мембранен (M) и нуклеокапсиден (N), както и 
други допълнителни (аксесорни) протеини (3a, 3b, 
p6, 7a, 7b, 8b, 9b, и ORF14). Филогенетичният ана-
лиз на генома показва, че SARS-CoV-2 има 80% и 
50% идентичност на секвенциите си със SARS-CoV 
(причинителят на епидемията от ТОРС, 2003 г.) и с 
MERS-CoV (причинителят на Близкоизточния рес-
пираторен синдром, 2009 г.) – двата коронавируса, 
отговорни за предишните епидемии [4]. Освен това, 
SARS-CoV-2 показва повече от 90% сходство с важ-
ни ензими и структурни протеини, което говори за 
обща патогенеза, следователно и за общи терапев-
тични таргети с посочените вируси. 

M- и E-протеините са необходими за вирусната 
морфогенеза, сглобяването и пъпкувaнето. N-нук-
леокапсидният протеин – свързва геномната РНК и 

е включен в протектирането на генома, репликация-
та на РНК и сглобяването на вириона. S-гликопро-
теинът е голям трансмембранен фузионен вирусен 
протеин, който се състои от две субединици: S1 и 
S2. Разцепването на двете субединици – S1 и S2, е 
ензимно, осъществява се от протеазата фурин, на 
мястото на разцепването вирусът е придобил три 
О-свързани гликана, което има значение за вирус-
ната инфекциозност и обхват на гостоприемниците. 
Както мястото на разцепване, така и трите O-свър-
зани гликана са уникални за SARS-CoV-2 и не се от-
криват при други betacoronaviruses. S1-субединица-
та има отношение към прикрепянето на вируса към 
АСЕ-2 клетъчните рецептори. Тя обхваща NTD тер-
миналния домейн, RBD (Receptor-Binding Domain), 
S1/SD2-субдомейни. S2-субединицата има отно-
шение към осъществяване на фузионния процес с 
клетката и инфекциозността на вириона. В нейния 
състав влизат Fusion Peptide (FP), Heptat-повтори-
те, трансмембранният домейн TD и цитоплазмена-
та опашка CT. От своя страна RBD домейнът има 

Фиг. 1. Морфология на вириона на SARS-CoV-2. Вирионът има повърхностни протеини – проминиращ гликопротеин (S), който медиира 
взаимодействието с повърхностния клетъчен рецептор ACE2. Вирусният мембранен гликопротеин (M) и повърхностният (E) се внедря-
ват в двойната липидна мембрана (в жълтеникаво) с произход от клетката на хазяина. Под тази мембрана се намира нуклеокапсида 
(N), в който е и вирусната РНК [49]

Фиг. 2. Организация на генома на SARS-CoV-2 [49]
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ключова роля в закрепянето на вируса към клетъч-
ния рецептор и проникването му в клетката [5].

Заразените със SARS-CoV-2 могат да се пред-
ставят с оплаквания като треска, суха кашлица, 
отпадналост, задух, хрема и други респираторни 
симптоми. Но пациентите може да са олигосимп-
томни или дори абсолютно безсимптомни. Дори и 
асимптомните пациенти обаче могат да пренасят 
SARS-CoV-2 чрез аерозолни капчици, с което имат 
съществен принос за бързото разпространение на 
инфекцията [6].

Своевременното и точно диагностициране на 
причинителя в условията на пандемия е изключи-
телно важно за контрола на инфекцията както сред 
асимптомните носители, така и сред  заболелите, 
защото позволява идентификация на контактните и 
навременно започване на лечението [7]. Така епи-
демиолозите стигнаха бързо до масово тестване/
скрининг, който обаче изисква често многократно 
изследване на едно и също лице, тъй като позволя-
ва да се постави навреме диагнозата, да се изолира 
болния, да се реши кога самият той е в безопасност 
и не предава инфекциозния агент. От своя страна, 
именно точната диагностика помага на здравните 
власти да вземат обосновано решение за затягане 
или разхлабване на рестрикционните мерки, а от-
там – и за контрола на разпространението на виру-
са, особено без наличието на ваксина или специ-
фична терапия1.

Диагностичните методи, които използваме днес, 
са два основни вида: молекулярно-биологични и 
серологични [8]. Различните диагностични тестове 
целят бърз отговор в борбата срещу пандемията, 
като всеки от тях има различна степен на чувстви-
телност и специфичност и се базира на търсене на 
различни таргетни молекули във вируса или в ор-
ганизма като отговор на инфекцията [9]. Всеки ди-
агностичен подход и тест има свои преимущества 
и недостатъци, различна трудност на изпълнение 
и интерпретация. „Златен стандарт“ за идентифи-
кацията на SARS-CoV-2 се счита количествената/
качествената верижна полимеразна реакция (RT-
qPCR, RT-PCR) [10, 11]. Но сравнително трудното 
ѝ изпълнение, необходимостта от обучен и опитен 
персонал, бавната процедура (90-120 min) и висо-
ката цена често налагат използването на няколко 
метода едновременно – например PCR и антигенен 
тест. Много изследвания пък търсят антитела в на-
селението, което увеличава търсенето на тестове 
за определяне на различни класове антитела към 
SARS-CoV-2 [12]. Тук ще обобщим данните за при-

1Към момента на подготовката на тази статия ваксината 
BNT162b2 – BioNTech се прилага едва от 1 месец след спешно 
приложена процедура за одобрение.

лаганите днес молекулярно-биологични и сероло-
гични методи. 

1. М -  

1.1. Верижна полимеразна реакция (RT-PCR)
Верижната полимеразна реакция (RT-PCR) е 

първи метод на избор за скриниране за SARS-CoV-2 
и се отличава с висока чувствителност, сравнително 
бавно изпълнение (около 90-120 min), а може да се 
използва и за количествено определяне на вируса 
при наличие на количествени стандарти [13]. RT-
PCR тестовете идентифицират SARS-CoV-2 в проби 
на симптомни и асимптомни пациенти чрез опреде-
ляне на специфична вирусна РНК. RT-PCR тестове-
те включват три последователни стъпки: екстракция 
на вирусна РНК от пробите, обратна транскрипция 
чрез ензима обратна транскриптаза на вирусната 
РНК в едноверижна ДНК – copyDNA (cDNA) и амп-
лификация (намножаване) на cDNA в присъствие 
на флуоресцентни оцветители, чрез които се оп-
ределя (качествено или количествено) амплифи-
цираната cDNA. Реакцията се използва успешно 
в различни изходни материали – слюнка, храчка, 
бронхо-алвео ларен лаваж, трахеални, назофарин-
геални, орофарингеални секрети. Възможно е из-
ползването ѝ и в кръв (плазма или серум), урина, 
фецес – но в последните  изброени материали РНК 
се открива в значително по-малко количество, пора-
ди което отрицателният резултат в такива проби е 
често труден за интерпретиране. Отделните произ-
водители на RT-PCR използват различни по брой и 
по вид вирусни таргети (гени или части от тях), така 
че търговските тестове се отличават по чувствител-
ност, специфичност, стабилност, точност и време за 
изпълнението им [14]. Усъвършенстването на RT-
PCR тестовете продължава не само по отношение 
на бързина, включване на нови таргетни молекули, 
но и във връзка със своевременното определяне на 
нововъзникващи мутанти [15]. Идеалният RT-PCR 
тест таргетира един силно консервативен регион и 
един специфичен регион от вирусния геном, за да се 
минимализират и най-малките генетични промени, 
които могат да настъпят в различни популации [16]. 
Особено важно е точното спазване на указанията на 
производителя за интерпретация на резултатите.

Тук искаме да се спрем на основните общоприе-
ти факти за динамиката на SARS-CoV-2 след зара-
зяване и връзката на тези факти с използваните RT-
PCR тестове (фиг. 3). 

Вирусът се излъчва 5-6 дни преди първите 
симптоми на инфекцията, като това излъчване за-
почва 3-4 дни след заразяването. Следователно 
3-4 дни след заразяването вече RT-PCR е положи-
телна, най-често без да се наблюдават симптоми. 
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Скоро след RT-PCR се позитивира и антигенният 
тест – най-често 48 часа преди поява на симптоми 
и през първите 7 дни от клиничната манифестация 
на заболяването.

След началото на симптомите вирусният товар 
започва стремително да спада. Вирусът е опре-
делим чрез PCR средно 14-16 дни след началото 
на симптомите, но инфекциозността му намалява 
значително след 8-ия-9-ия ден от началото на симп-
томите. Тогава и антигенният тест става негативен. 
След този срок вирус вече не се изолира в клетъчна 
култура и вирусна субгеномна mРНК не се открива, 
т.е. на практика вирусът се открива само биохимич-
но, но не е инфекциозен, не се изолира и не може 
да заразява и да се предава. За яснота, вирусна 
субгеномна mRNA се транскрибира само в заразе-
ни клетки, не се пакетира във вирионите и следова-
телно наличието ѝ говори за присъствие на активно 
заразени клетки в изследваните проби [17]. 

Тези резултати се подкрепят и от съобщения 
за асимптомно и пресимптомно заразяване. Горни-
те данни демонстрират, че положителен PCR след 
8-ия-9-ия ден от началото на симптомите вече не 
говори за наличието на инфекциозен вирус. Това 
е и причината да бъде спряно изискването за два 
последователно негативни PCR резултата като кри-
терий за изписване на болните с COVID-19. 

Често в практиката се сблъскваме със ситуа-
цията – негативен PCR при асимптомни пациенти 
– контактни на болни с COVID-19 или на доказано 
заразени със SARS-CoV-2.

Eто и няколко причини, потенциално водещи до 
фалшивонегативни резултати в PCR при асимптом-
ни пациенти:

 • Лошо пробовземане (в това число и използва-
не на неподходящи консумативи), особено непра-
вилно съхранение или транспортиране. Обучавай-
те хората, които ще вземат проби! 

 • Неадекватно време за пробовземането – твър-
де рано или твърде късно – PCR е положителен до 
около 2,5 седмици (20-ина дни) след началото на 
симптомите!

 • Нисък вирусен товар – непосредствено след 
заразяването или след 2,5 седмици от началото на 
симптомите

 • Инхибиране на амплификацията – ролята на 
вътрешните контроли, доказващи, че амплифика-
цията не е инхибирана. Задължение на всяка мо-
лекулярна лаборатория и на специалистите, рабо-
тещи в нея, е да осигурят системен вътрелаборато-
рен качествен контрол!

 • Наличие на вирусни мутанти, особено в S-ге-
на (но не само). Напоследък на пазара се появяват 
все повече PCR тестове, определящи 3 гена и ин-

Фиг. 3. Различни диагностични тестове, определящи SARS-
CoV-2 или отговора на организма към него. PCR тестовете 
(сиво) остават позитивни дълго след като заразеният вече 
не е инфекциозен. Антигенните тестове (червено) опреде-
лят вирусни протеини и са положителни, когато заразеният е 
най-инфекциозен. Тестовете за антитела (светло- и тъмноси-
ньо) определят отговора на имунната система срещу вируса; 
те не се използват за ранна диагноза на инфекцията [50]
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терпретацията им често е трудна (мутанти?), особе-
но ако един от гените не е експресиран.

По този повод бихме искали да споменем за 
т.нар. нов „английски“ вирус, при който се от-
криват многобройни мутации, най-вече в spike (S) 
протеина на вируса, но и в други геномни регио-
ни. Клъстерът се различава с 29 нуклеотидни за-
мествания в сравнение с оригиналния вирусен ге-
ном в Wuhan, който е идентифициран и секвениран 
от F. Wu, S. Zhao, B. Yu и кол. [18], още в началото на 
2020 г. Тъй като една от мутациите на „английския“ 
вариант е делеция в S-гена, тази промяна може да 
повлияе върху резултата при диагностични PCR 
анализи, които използват S-гена за таргетна моле-
кула. Реагентите за PCR диагностичните тестове са 
проектирани въз основа на клинични проби, съдър-
жащи пълния спектър на SARS-CoV-2 и съответно 
използват повече от 1 таргетна молекула. Така му-
тациите в spike протеина няма да доведат до фал-
шивонегативни резултати, защото обикновено той 
не се използва самостоятелно за откриване на ви-
руса. Въпреки това European Centre for Prevention 
and Control (ECDC) и World Health Organization 
(WHO) препоръчват да бъдат прегледани и обнове-
ни реагентите и праймерите, които се използват за 
засичане на spike протеина и по-конкретно S-гена, 
за да се предотврати възможността за фалшиво-
негативни резултати. Склонният към мутации РНК 
геном на SARS-CoV-2 ни задължава да имаме на 
разположение минимум два различни RT-PCR кита, 
таргетиращи различни гени.

Засега няма данни, че новите мутации на ви-
руса биха повлияли негативно на бързите анти-
генни тестове, тъй като повечето от предлаганите 
в търговската мрежа се основават на откриването 
на нуклеопротеина на SARS-CoV-2. Идентифици-
раните мутации ще повлияят единствено на онези 
антигенни тестове, които се основават на откриване 
на spike протеина.

В заключение, относно използването на PCR тес-
товете, може да се каже, че винаги водеща е клини-
ката, епидемиологичното проучване (пътуване в ри-
скова зона, контакти с лица с доказан SARS-CoV-2 и 
др.), като един или повече негативни PCR резултата 
не изключват възможността за инфекция със SARS-
CoV-2, особено ако пациентът е високосуспектен за 
COVID-19 – симптоми, CT, доказани контакти.

Сега ще се спрeм на фактори, потенциално во-
дещи до фалшивонегативни резултати по RT-PCR в 
симптомни пациенти.  

 • Опитайте се да вземете нови проби от ниски-
те отдели на респираторния тракт. При продуктивна 
кашлица храчката е полезен материал.

 • Проследете лицата, живеещи с пациента! При 
два наши случая с високосуспектни клинични симп-

томи и убедителна образна диагностика, но PCR 
негативни, 2 дни след приемането им в COVID от-
делението, техните контактни лица показаха PCR 
(+) резултати.

А сега за един особен, но често срещан случай. 
Става дума за позитивиране на RT-PCR за SARS-
CoV-2 след 2 последователни отрицателни резул-
тата. Това може да е фалшивопозитивен RT-PCR 
при удължено време за конверсия на РНК [19]. Сре-
ща се обикновено при пациенти с леко или средно 
тежко протичане. Времето за конверсия на РНК се 
определя от периода от началото на симптомите 
до първия негативен RT-PCR резултат. Това вре-
ме обикновено е средно 20 дни и е по-кратко при 
млади пациенти – мъже (21 дни срещу 36 дни при 
пациенти до 73 г.). Някои пациенти демонстрират 
удължено време за конверсия на РНК, независимо 
от подобряването на състоянието си и/или на об-
разната находка. Да си припомним, че практически-
те ръководства в началото на пандемията предла-
гаха два последователно негативни резултата от 
RT-PCR като критерий за изписване (оздравяване) 
и често такива пациенти се приемаха втори път за 
лечение, но вече се счита, че това не е нито реци-
див, нито втора инфекция. 

Кои характеристики на RT-PCR тестовете 
все още не знаем?

Считаме, че е важно да измерваме предтесто-
вата вероятност за заразеност – т.е. вероятността 
асимптомен пациент да бъде заразен. Това е важ-
но, защото сме в условия на пандемия и искаме да 
потиснем и редуцираме разпространението на ин-
фекцията. До голяма степен предтестовата вероят-
ност за заразност зависи от чувствителността на PCR 
теста. Но не всички RT-PCR тестове имат еднакво 
висока чувствителност. От друга страна, предтесто-
вата вероятност за заразност зависи и от наличието 
на симптоми, контакти, локалното разпространение 
на вируса и други причини. Следователно чувстви-
телността на RT-PCR теста, когато се използва при 
асимптомни пациенти, е много важна не само като 
аналитичен показател, но и за епидемиологични и 
клинични цели. Така че днес все още не се правят 
изследвания, определящи предтестовата вероят-
ност за заразеност в асимптомни пациенти.

1.2. LAMP (Loop-mediated Isothermal 
Amplifi cation)

LAMP е молекулярно-биологичен тест, базиран 
на амплификация на ДНК и РНК с изключително ви-
сока чувствителност и специфичност, които се дъл-
жат на шест различни таргетни секвенции, иденти-
фицирани едновременно от четири различни прай-
мера [20, 21]. Допълнителен чифт “loop primers” 
ускорява реакцията. Количеството на получената 
ДНК при LAMP е значително повече в сравнение с 
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това при амплификацията чрез PCR. LAMP изотер-
малната амплификация се провежда при постоянна 
температура – напр. 60о С или 65о С за 20-30 минути 
и не е необходим термосайклър, а само термоблок. 
Реакцията може да се види с просто око – цветът 
се променя от розово в оранжево-жълт, но е въз-
можно и количествено колориметрично определяне 
на ампликоните. LAMP се счита като point-of-care 
тест поради факта, че резултатът се получава бър-
зо и не се изискват специализирани инструменти и 
специално обучен персонал. От особен интерес е 
използването на слюнка като проба за LAMP тесто-
вете. Чрез комбиниране на LAMP с термостабилен 
ензим и резистентна на соли обратна транскрипта-
за проби, съдържащи РНК, може да се използват 
направо като матрица.

Предлаганите днес LAMP китове за определяне 
на SARS-CoV-2 при сравнение с RT-PCR са пока-
зали 100% чувствителност и специфичност при из-
ползване на бронхоалвеоларен лаваж, но по-ниска 
чувствителност при използване на слюнка – 89.9% 
[22, 23]. Основната трудност при RT-LAMP е дизай-
нът на праймерите за специфичните секвенции и 
оптимизирането на условията на реакцията. Неточ-
ният дизайн на праймерите може да доведе до не-
специфични амплификации, а оттам – и до неточни 
резултати. Например, фалшивоположителна амп-
лификация може да е в резултат на хибридизация 
от праймерите на нетаргетна секвенция [24]. Пре-
цизността на реакцията може да се повлияе и от 
възникнали мутанти в таргетния ген [22]. 

1.3. CRISPR (clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats) 

Това e молекулярен метод, използващ части от 
нуклеинови киселини, съдържащи къси, повтарящи 
се секвенции и ензими (Cas), досега използвани за 
редактиране (поправяне) на генома, известни като 
Cas9, Cas12, Cas13 [25]. Cas ефекторите могат да 
бъдат задействани за чувствително, бързо и спе-
цифично определяне на нуклеинови киселини [26]. 
Протеините Cas12 и Cas13 се насочват от CRISPR 
РНК (crRNA) към специфична секвенция на нук-
леинова киселина, като едноверижната област на 
crRNA е комплементарна на таргета. Следователно 
функциите на Cas12 и Cas13 са различни: Cas12 
таргетира едноверижна ДНК, а Cas13 – едновериж-
на РНК. Подобно на RT-LAMP, CRISPR assay може 
да се използва като point-of-care изследване за ди-
агностика на SARS-CoV-2, тъй като CRISPR базира-
ните тестове могат да използват директно първич-
ни клинични проби при минимум необходимо обо-
рудване. Като възможни point-of-care изследвания 
RT-LAMP и CRISPR бързо ще се наложат в бъдеще 
като бързи и евтини, при това и за редица други ви-
руси освен SARS-CoV-2.

2. С  
2.1. Антигенни тестове
В търсене на надеждна и бърза алтернатива на 

молекулярната диагностика на SARS CoV-2 напос-
ледък се въведоха антигенни тестове като диагно-
стично средство за откриване и ограничаване на 
разпространението на пандемията COVID-19 сред 
населението [27]. Най-общо казано, с помощта на 
моноклонални антитела антигенните тестове оп-
ределят наличие на специфичен вирусен антиген, 
което означава вирусна инфекция в момента на из-
следването – в случая инфекция със SARS-CoV-2. 
Важно е, че този тест се провежда с назофарингеа-
лен или назален секрет, не изисква специализирана 
аналитична апаратура и висококвалифициран пер-
сонал, може да се извършва в линейката, в дома на 
пациента, в офиса и дава бърз резултат (обичайно 
отчитането е между 15-20 min). Редица изследва-
ния сравняват антигенния тест с молекулярно-био-
логичния (PCR), като го намират по-слабо чувст-
вителен от молекулярния [28, 29]. Изследване на 
Blairon et al. [30] е показало 22% фалшивонегативни 
резултати. Освен това, тъй като антигенните тесто-
ве имат по-ниска специфичност от RT-PCR тестове-
те в общности с ниска серопревалентност могат да 
се получат фалшивоотрицателни резултати. Сле-
дователно отрицателните резултати при бързите 
антигенни тестове не изключват възможността за 
реална инфекция със SARS-CoV-2. В същото вре-
ме качеството им бързо се подобрява, поради което 
в редица страни, включително и у нас, антигенните 
тестове с висока чувствителност (препоръчва се 
над 90%) са приравнени към PCR и положителният 
резултат от тях се зачита в статистиката наравно с 
този от RT-PCR.

Антигенните тестове се препоръчват за лица, при 
които симптомите са започнали преди 5-7 дни, но не 
по-късно. В проби, взети 5-7 дни след началото на 
симптомите, резултатът пада под границата на оп-
ределяне за теста и той се отчита като отрицателен. 
Бързият антигенен тест се препоръчва като point-of-
care (POC) тест при симптоматични пациенти, кон-
тактни на COVID-19 лица, но не по-рано от 4-ти-7-и 
ден след контакта, както и в места с гъсто населени 
лица – старчески домове, мигрантски общежития, 
ученици. Обикновено антигенният тест не подлежи 
на потвърждаване с PCR. Единственият случай, ко-
гато се препоръчва потвърждаване с RT-PCR е при 
негативен антигенен тест, ако пациентът е симпто-
матичен или има явна експозиция с вируса. В иде-
алния случай, потвърдителен RT-PCR трябва да се 
извърши до не повече от 2 дни след теста за антиген. 
Не се препоръчва прекратяването на изолацията 
на пациента да става с антигенен тест! 
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2.2. Тестове за определяне на антитела
В резултат на вирусната инфекция се образуват 

антитела от различни класове и изотипове с раз-
лични мишени и специфичности. За разлика от дру-
ги вирусни инфекции при SARS-CoV-2 появата на 
специфични антитела от класове IgM и IgG се на-
блюдава почти едновременно – най-рано са откри-
ти на 5-ия ден от началото на клиниката с медиа-
на на сероконверсията между 10-ия и 13-ия ден за 
IgM и между 12-ия и 14-ия ден за IgG. Максимални 
концентрации на IgM антитела се доказват на 2-ра-
та-3-тата седмица, за IgG – на 3-тата-6-ата седми-
ца, а за общи антитела – на 2-рата седмица. Към 
настоящия момент няма достатъчни доказателства 
за препоръка дали да се изследват само IgG, IgM и 
IgG, или общи антитела [31]. Наблюдава се значи-
ма интериндивидуална вариация в концентрация-
та и хронологията на поява на различните класове 
антитела. Поради това установяването на IgM без 
IgG антитела е рядко и необичайно. Все още не е 
ясно и колко дълго след инфекцията се задържат 
откриваеми концентрации на антитела. Важно е да 
се отбележи също, че 3-5% от пациентите, пребо-
ледували COVID-19 (особено такива с леко и уме-
ренотежко протичане), не образуват антитела (поне 
не в концентрация, която може да бъде открита в 
кръвта). Затова липсата на положителен тест за ан-
титела не изключва предходна инфекция [32, 33]. 
Има доказателства, че образуването на антитела 
корелира със значимо намаление на вирусния то-
вар в респираторния тракт [34]. Това от своя страна 
предполага, че наличието на антитела би могло да 
е свързано с намаление на контагиозността на па-
циента и защитата му от реинфикция. Засега обаче 
няма ясни препоръки в каква степен и колко дълго 
пациентите с антитела (неутрализиращи или общи) 
са защитени от реинфекция със SARS-CoV-2, както 
и каква концентрация на антитела е необходима за 
осигуряване на такава протекция [35].

В създаването на тестове за доказване на ан-
титела срещу SARS-CoV-2 се използват главно 
два антигенни таргета – spike (S) гликопротеин и 
нуклеокапсиден (N) фосфопротеин. Данни от ско-
рошни публикации сочат, че приблизително 50% от 
антителата, които показват висока неутрализираща 
активност се свързват към RBD домейна на spike 
протеина. При акумулиране на мутации в генома на 
вируса и настъпили последващи структурни проме-
ни в RBD домейна тази активност се губи. Остана-
лите приблизително 50% от неутрализиращите анти-
тела показват афинитет към N-терминалния край на 
S1-протеина, извън региона на RBD домейна [36]. В 
разработването на тестове за количествено измер-
ване на IgG антителата срещу spike протеина се из-
ползват като антигенен таргет или целия протеин (S1 

+ S2), или части от него – обикновено S1 и/или RBD 
домейна. N-протеинът е най-силно експресираният 
имунодоминантен протеин, който си взаимодейства 
с РНК. Обичайно антителата, които се изграждат към 
N-антигена, са невирусонеутрализиращи. Ненеутра-
лизиращите антитела „познават“ вирусни епитопи, 
които не въздействат на инфекциозния вирус, т.е. не 
го унищожават, докато неутрализиращите антитела 
„познават“ вирусни епитопи, които елиминират или 
значително намаляват инфекциозния вирус. Именно 
последните антитела са критични за предотвратява-
не на реинфекцията и за създаване на траен имуни-
тет. Както при всички вирусни инфекции, развитието 
на ненеутрализиращите антитела обикновено пред-
хожда неутрализиращите [37].

Ограничения на серологичните тестове и 
предизвикателства [38]: 

 • повечето тестове не измерват неутрализира-
щите антитела, а са таргетирани към нуклеокапсид-
ния антиген и следователно не дават надеждна ин-
формация относно развитието на имунна защита; 

 • някои от тестовете за антитела имат лоша 
клинична специфичност (дават кръстосана реак-
тивност с други коронавируси), което означава, че 
се наблюдава висока степен на фалшивоположи-
телни резултати [24]. 

 • Както отбелязахме и по-рано, част от пациенти-
те не образуват детектируеми антитела след корона-
вирусна инфекция. В други случаи е възможно кон-
центрацията на антителата да намалее до степен да 
не се откриват. В допълнение, широкият времеви диа-
пазон на появата и вариацията в хронологията на по-
ява на класовете антитела не позволяват те да бъдат 
ползвани като диагностично средство за доказване на 
настояща инфекция. Затова при трудни за интерпре-
тиране резултати от тестове за антитела, се препо-
ръчват допълнително 2 независими теста, определя-
щи антитела или използване на различни антигенни 
таргети или протоколи. С други думи, използването на 
2 теста от различни видове може да увеличи цената 
на тестирането, но затова пък се постига ясен и ка-
тегоричен резултат. Затова във всеки отделен случай 
според целта на изследването трябва внимателно да 
се прецизира какъв тест да се приложи.

2.2.1. Типове тестове за откриване 
на антитела

Различни типове тестове за откриване на анти-
тела се използват за оценка на различни аспекти на 
имунния отговор и функционалността на антитела-
та. Най-общо тестовете могат да се класифицират 
като такива, които откриват свързващите антитела, 
и такива, които откриват неутрализиращите анти-
тела. Според антигенните таргети те детектират 
поотделно или в комбинация IgM, IgG, IgA в пълна 
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кръв, серум или плазма. Според принципа на из-
ползваната аналитична техника те биват: 

 • латерална имунохроматография (LFIA) – та-
кива обичайно са бързите poin-of-care тестове, кои-
то могат да се изпълнят с капка капилярна кръв, 
серум, плазма или слюнка). Тези тестове се използ-
ват широко, защото са бързи и евтини. Пробата 
мигрира чрез капилярнен ефект по протежение на 
нитроцелулозна мембрана, при което антителата от 
пробата се свързват с конюгата от антигени и ко-
лоидно злато и се образува цветна ивица на място-
то на антиген–антитяло комплекса [39].

 • ELISA (ензимносвързан имуносорбентен ме-
тод) – най-често това е методът, който се използ-
ва при разработване на нов тест и за научни цели. 
Съществува в различни формати – директна, ком-
петитивна, сандвич и др. В контекста на пандемия-
та COVID-19 методът се използва широко, защото 
резултатът се получава относително бързо, отчита-
нето му може да се превърне в количествено, из-
пълнението е сравнително лесно и едновременно е 
възможно изследване на голям брой проби. Освен 
ELISA за определяне на IgA, IgM и IgG антитела, 
са разработени и китове за определяне на отделни 
вирусни антигени на SARS-CoV-2 (например за S- 
и  N-вирусните протеини). Последните се използват 
само за научно-изследователски цели, но не и за 
целите на клиничната диагностика [40]. До неотдав-
на се считаше за недостатък на тестовете на осно-
вата на ELISA метода, че той не може да измерва 
неутрализиращата активност [41]. Вече съществува 
обаче ELISA, имитираща взаимодействието „виру-
сен spike протеин – човешки клетъчен рецептор 
АСЕ2“, което може да бъде блокирано от неутра-
лизиращи антитела [42]. Друг недостатък на мето-
да (а всъщност и на всички серологични методи) е 
съществуването на кръстосана реактивност с други 
антитела [43]. Например антигените, използвани в 
ELISA за определяне на антитела към SARS-CoV-2, 
могат да реагират с антитела срещу други корона-
вируси (HKU1, 229E, OC43 и NL63), за които е из-
вестно, че причиняват обикновени настинки [44]. 
Въпреки недостатъците и предизвикателствата 
ELISA предлага възможности като диагностична оп-
ция за контрол на епидемията и проследяване на 
новoвъзникващи коронавируси. 

 • CLIA/ECLIA/CMIA (различни техники на инди-
ректен имунохимичен анализ с хемилуминесцентен 
завършек, които се характеризират с много висока 
аналитична чувствителност и възпроизводимост). 
Това са аналитичните имунохимични методи, зало-
жени в съвременните големи интегрирани анали-
тични системи. Те позволяват тестването на еди-
нични проби, пълно автоматизиране на анализа 
и намаляване на риска от грешка, постигането на 

кратки срокове от вземане на пробите до рапорту-
ване на готовите резултати – в рамките на минути 
до час, много добри аналитични характеристики 
като достоверност и възпроизводимост на тестове-
те и многократно по-висока аналитична чувствител-
ност и специфичност спрямо ELISA тестовете [40]. 
CLIA има сериозен принос в разбирането на кине-
тиката на антитяловия отговор в хода на COVID-19 
[45, 46]. Чрез тях е определена ретроспективно ди-
намиката на IgM и IgG антителата при пациентите с 
COVID-19. Те показват, че количеството на IgM спа-
да с времето, а концентрацията на IgG нараства. 
Друго изследване установи, че максималната кон-
центрация на антителата е 73.6% на 16-ия–18-ия 
ден за IgM и 98.6% на 19-ия–21-вия ден след нача-
лото на симптомите за IgG [47]. 

През последните два месеца вече са налични 
IVD одобрени СЕ маркирани автоматични тестове 
на принципа на CLIA техниката, които позволяват 
количествено измерване на неутрализиращи анти-
тела от клас IgG срещу spike протеина. Повечето от 
наличните тестове таргетират S1/RBD домейна, но 
се разработват и нови тримерни тестове, които да 
откриват целия спектър от вируснеутрализиращи 
антитела и да не се влияят от структурните проме-
ни в различни домейни като последица от мутации. 
На количествените тестове за определяне концен-
трацията на анти-spike IgG се възлагат надежди 
при изследването на ефективността на ваксините и 
проследяването на постваксиналния имунитет [48]. 
За момента обаче тестовете са метод-зависими 
(няма наличен международен калибрационен стан-
дарт) и резултатите, получени с различни аналитич-
ни платформи, не могат да се сравняват. 

 • Тестове за определяне на процента на ви-
рус-неутрализиращи антитела в клетъчни култури – 
такива тестове са plaque-reduction neutralization test 
(PRINT), които използват SARS-CoV-2 вирус от кли-
ничен изолат или рекомбинантен SARS-CoV-2 вирус. 
Тези методи изискват лаборатории с високо ниво на 
биозащита и не са приложими за рутинна практика. 
Друг недостатък е продължителността на анализа – 
обикновено са нужни около 5 дни за получаване на 
резултата. Опция са псевдовирус неутрализиращи-
те тестове (pVNT), които използват рекомбинантни 
псевдовируси (като vesicular stomatitis virus – VSV), 
в които е инкорпориран S-протеин на SARS-CoV-2.

З
Пандемията COVID-19 отправи огромно 

предизвикателство не само към медицинската 
общност, но и към биотехнологичната наука и ме-
дицинската практика. В началото на пандемията 
често се получаваха фалшивоположителни/фал-
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шивоотрицателни резултати, чието редуциране 
бе жизнено важно за контрола на инфекцията. 
Често се налагаше (а и досега понякога, но все 
по-рядко) да се използват повече от един тест и/
или многократни повторения, за да се стигне до 
диагнозата. Днес всички видове подходи и тестове 
се усъвършенстват, особено молекулярно-биоло-
гичните, а се задават и нови такива – напр. LAMP 
assay и CRISPR tests, за които не се изисква спе-
циализирана апаратура и специално обучение, а 
амплификацията на генетичния материал и отчи-
тането на резултата става бързо и надеждно. Тази 
пандемия ни показа необходимостта от сериозни 
инвестиции в биотехнологиите и диагностичните 
методи, които единствено могат да решат бързия 
контрол на инфекциозния агент – жизнено важно 
при нововъзникващи вируси, за които няма нито 
ваксини, нито адекватна терапия.
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