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УВОД 

 Човешката плазма е един много достъпен и клинично важен кръвен дериват.  В 

сравнение с традиционните фармацевтични продукти и други биологични лекарства, 

човешката плазма е източник на основни терапевтични продукти с уникални 

характеристики поради човешкия си произход.  

 Плазмените протеинови терапии (PPT) са набор от биологично важни протеини 

използвани за терапия при вродени дефицитни заболявания и животозастрашаващи 

състояния. Хуморалната имунна недостатъчност може да бъде причинена от различни 

патофизиологични механизми и може да бъде първична или вторична. 

 

 Преди почти 75 години д-р Огдън Брутън успешно лекува 8-годишно момче  с 

хипогамаглобулинемия, при което се наблюдават рецидивиращи стрептококови инфекции 

на белия дроб, като използва иновативна за времето си терапия — мускулни инжекции с 

имуноимуноглобулин G. 

 Така с откриването и широкото приложение на PPT преживяемостта на 

изключително тежко болни се удължава благодарение на наличието на широк диапазон от 

различни специфични IgG антитела. Това води до началото на производството на 

интрамускулен (i.m.) имуноглобулинов препарат, който e важен кръвен продукт за лечение 

на редица заболявания. В продължение на много години имуноглобулините са се 

произвеждали в концентрирана форма, подходяща само за интрамускулно приложение. 

Интрамускулните препарати от донори с високи плазмени концентрации на специфични 

имуноглобулини са прилагани за профилактика и лечение на редица инфекции. 

 През 70-те години на миналия век бе разработен имуноглобулинов препарат, който 

се прилага интравенозно. Приложението на интравенозен имуноглобулин (IVIG)  

подобрява качеството на живот и спомага за терапията на различни животозастрашаващи 

състояния.  

 Получените от плазма IVIG препарати са успешно прилагани като заместителна 

терапия за превенция на инфекциозни заболявания при пациенти с имунен дефицит. 
Инфузията на IVIG има също имуномодулиращи ефекти чрез F(ab')(2)- и Fc-зависими 

механизми и се прилага за лечение на нарастващ брой автоимунни, възпалителни и 
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имуномедиирани заболявания. За съжаление, до сега тези ефекти не са много добре 

дефинирани най-вече поради променливото съдържание и индивидуалните характеристики 

на отделните сборни плазмени групи. Следователно има голяма нужда от разработването 

на високопроизводителни, добре контролирани производствени процеси за кръвни 

продукти, както и добро охарактеризиране на  имуноглобулиновите препарати. 

 Тъй като IVIG се изготвя от множество донори, той съдържа различни антитела, 

насочени срещу широк спектър от бактериални, вирусни, паразитни и микоплазмени 

антигени. Тези антитела опсонизират и неутрализират микроорганизмите и някои токсини. 

Така в допълнение на първоначалната си употреба като заместителна терапия при 

първични и вторични имунодефицити, IVIG все повече се препоръчват като терапевтично 

средство при широк спектър от възпалителни заболявания. В условията на пандемията от 

COVID-19 използването на IVIG бързо нарасна. В този контекст се увеличава и 

необходимостта от разширяване на обхвата на протоколите за стандартизация на IVIG, 

включително чрез въвеждане на прецизни количествени характеристики на отделните Ig 

класове, изотипове както и определяне съдържанието на специфични антитела и 

проследяване на нежелани компоненти в препаратите. 
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II ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

 

Целта на дисертационния труд е проучване на основните имунни компоненти на човешката 

кръвна плазма, използвана за производство на краен IVIG продукт Имуновенин интакт 5% 

и охарактеризиране на съдържащите се в него патоген - специфични антитела, с оглед 

евентуално имунопрофилактично и имунотерапевтично приложение. 

 

Основните задачи, които си поставихме, бяха: 

1. Да се охарактеризират човешка кръвна плазма и “Имуновенин интакт 5%” по 

отношение на изотиповете на съдържащите се имуноглобулини (IgG1, IgG2, IgG3, 

IgG4, IgA, IgE, IgM).  

2. Да се охарактеризират и да се направи оценка на потенциалните 

имунопрофилактични и имунотерапевтични свойства на хиперимунна човешка 

кръвна плазма и “Имуновенин интакт 5%” по отношение на вирусни (Covid-19) 

патогени.  

3. Да се направи оценка на цитокинов профил на кръвни плазми и плазма пулове за 

производство на “Имуновенин интакт 5%” . 

4. Да се направи оценка на съдържанието на гъбични (Candida albicans) патогени в 

човешка кръвна плазма и “Имуновенин интакт 5%”. 

5. Да се направи оценка на  човешка кръвна плазма и “Имуновенин интакт 5%” по 

отношение на съдържанието на бактериални (Staphylococcus aureus) патогени. Kато 

за целта се разработи ELISA тест. 

6. Да се направи оценка на “Имуновенин интакт 5%” за наличие на често срещани 

автоантитела. 
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III. МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ  

I. ИЗСЛЕДВАНИ БИОЛОГИЧНИ ПРОБИ 

А. Плазми 

• COVID-19 реконвалесцентна донорска плазма (01.2021-05.2021) – 90 броя  

• Плазма от клинично здрави лица (възраст в години от 2-55) – 32 броя 

• Плазмени пулове от ~3000 дарявания с количество ~600 л. (период на даряване 

01.2021-12.2021) – 10 броя 

Б. Интравенозен имуноглобулин (Имуновенин-интакт 5%)  

• Редовни производствени партиди (2019-2024) - 90 броя 

• Партиди, произведени от плазми събрани по време на COVID-19 пандемията – 13 

броя 

Всички донори са били наскоро възстановени след лабораторно потвърдена инфекция със 

SARS-CoV-2. Тежката форма на COVID-19 инфекцията е определена според критериите на 

СЗО176. 
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В. Схема на проучването (Фигура 3.) 

 

 

Фигура 3. Дизайн на проучването 
 

II. БИОПРОДУКТИ 

1. Анти-човещко IgG (Fc-специфично) - за детекция на специфичните антитела 

срещу Hla, конюгирано с пероксидаза и пречистено за отстраняване на неконюгиран 

материал. Разрежда се 1:60 000 при използването му за ELISA спрямо указанията на 

производителя.  

2. Staphylococus aureus Alpha-hemolysin(Hla) антитяло – за  разработването на home-

made ELISA метод за оценка на анти-Hla антитела в изследваните проби.  

3. Alpha-hemolysin(Hla) от Staphylococus aureus - за разработването на home-made 

ELISA метод за оценка на анти- Hla  

4. Говежди серумен албумин (BSA) - За блокиране на ямките при ELISA метода  
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III. РАЗТВОРИ И БУФЕРИ  

1. Разтвор за промиване на плаките при ELISA метод. 

2. Фосфатно-буфериран физиологичен разтвор (PBS) - за разреждане на антитела, 

плазма и кръвни продукти. 

3. Субстрат (TMB) - за визуализиране и възможна детекция на реакция при ELISA 

метода  

4. Стоп разтвор за TMB 

IV. КИТОВЕ И КОНСУМАТИВИ 

1. Стерилни криоепруветки  

2. Стерилни плаки - 96 ямкови плаки с плоско дъно с общ обем 360 µL за home-made 

ELISA .  

3. Китове за определяне на RBD-свързващи SARS-CoV-2-специфични IgG и IgA 

(Anti-SARS-CoV-2 ELISA, Euroimmun, Lübeck, Germany) - стандартизиран метод, 

базиран на ELISА 

4.  Кит за определяне на цитокинов профил (ThermoFisher Scientific ProcartaPlex Hu 

Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg 25plex) - за определяне на концентрацията pg/ml на GM-

CSF, IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL- 6, IL-12p70, IL-13, IL-18, TNF-α; IL-9, IL-10, IL-

17A (CTLA-8), IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IFN-α, IL-1-α, IL-1RA, IL-7, IL -15, IL-31 и 

TNF-β в проби от плазма или серум. 

5. Кит за определяне на изотиповете антитела (ProcartaPlexTM Human Antibody 

Isotyping Panel 7-Plex) - за определяне на концентрацията pg/ml на IgG1, IgG2, IgG3, 

IgG4, IgA, IgE, IgM в проби от плазма или серум. 

6. Кит за определяне на неутрализиращи антитела срещу различни варианти на 

SARS-CoV2 (ProcartaPlex™ Human SARS-CoV-2 Variants Neutralizing Antibody 

Panel, 6plex) - за директно сравнение на неутрализиращия потенциал в % на антителата 

към оригиналния див тип вирус и пет варианта (B.1.1.529 (o), B.1.617.2 (δ), P.1 (γ), 

B.1.351 (β) и B.1.1.7 (α)). 

7. Кит за определяне на специфични IgG срещу Candida albicans - стандартизиран 

метод, базиран на ELISА 



11 
 

8. Кит за определяне на антинуклеарни антитела (ANA ) - стандартизиран метод, 

базиран на ELISА 

9. Кит за определяне на ANA Profile - стандартизиран метод, базиран на имуноблот.  

 

V. ОБОРУДВАНЕ 

1. Luminex® 200 (Thermo Fisher Scientific) - система базирана на флоуцитометрия, 

Използва се софтуер ProcartaPlex™ Analyst 1.0 за отчитане и анализ на пробите  

2. Спектрофотометър (BioTek Epoch Microplate Spectrophotometer)- монохроматор за 

измерване на микроплаки. 

 

VI. МЕТОДИ И АНАЛИЗ НА РЕЗУЛТАТИТЕ 

1. Детекция на SARS-CoV-2-специфични RBD-IgG и -IgA с ELISA метод 

2. Определяне на цитокинов профил, изотипове антитела, неутрализиращи 

антитела срещу различниte варианти на SARS Cov-2  с Luminex 

3. Детекция на IgG срещу Candida albicans с ELISA метод 

4. Детекция на АНА с ELISA метод 

5. Характеризиране на АНА с имуноблот метод 

6. Детекция на анти-Alpha-hemolysin(Hla) IgG от Staphylococus aureus с home-

made ELISA.   

За тази цел са използвани: 

✓ Неконюгирано заешко поликлонално антитяло срещу Staphylococcus aureus Alpha-

hemolysin с чистота >90% 

✓ Лиофилизиран  рекомбинантен протеин  α-Hemolysin от Staphylococcus aureus  със 

специфична активност  ≥10,000 единици/mg  

✓ Анти-човешко IgG специфично срещу FC фрагмента антитяло свързано с 

пероксидаза 

✓ 96 ямкови, полистиренови плоскодънни плаки за ELISA, единично опаковани, 

стерилни с капак 

✓ 10 пъти концентриран миещ разтвор за ELISA с pH 7.2-7.6.  

✓ Стопиращ разтвор, съдържащ 0.5 моларна сярна киселина  



12 
 

✓ Суха субстанция 3,3′,5,5′-тетраметилбензидин (ТМВ) 

Съставени са два протокола (директен и сандвич метод) както и различни падащи 

концентрации  на антигенна спрямо антителата за да анализираме дозовата зависимост при 

антиген-антитяло реакцията. 

Подготовка на консумативи: 

1. Пробата се разрежда 1:100 със PBS. И се хомогенизира на Vortex за кратко.  

2. Неконюгирано заешко поликлонално антитяло срещу Staphylococcus aureus Alpha-

hemolysin с чистота >90%- разрежда се до 1µg/ml и се правят падащи разреждания 4 

кратно. Пипетират се 100µl и се добавя 900 µl PBS.След което се правят падащи 

разреждания до 0.125µl. 

3. Лиофилизиран рекомбинантен протеин α-Hemolysin- разрежда се с 1 ml 

дейонизирана вода до концентрации от 500 µg/ml. Пипетират се 100 µl и се добавя 

4900 µl разреждащ р-ор. Падащите разреждания се правят до 0.125 µl. 

4. Анти-човешко IgG специфично срещу FC фрагмента антитяло свързано с 

пероксидаза се разрежда с PBS по инструкции 1:60 000. 

5. 96 ямкови, полистиренови плоскодънни плаки за ELISA, единично опаковани, 

стерилни с капак са готови за ползване 

6. 10 х концентриран миещ разтвор за ELISA с pH 7.2–7.6. 100ml от концентрирания 

разтвор се разреждат с 900ml де йонизирана вода.  

7. Стопиращ р-ор, съдържащ 0.5 моларна сярна киселина. (готов за ползване) 

8. Суха субстанция 3,3′,5,5′-тетраметилбензидин (ТМВ)- Основният разтвор на TMB е 

приготвен чрез разтваряне 1 mg/ml в Диметил сулфоксид (DMSO). Работният разтвор 

се приготвя чрез разреждане на 1 ml от DMSO изходния разтвор с 9 ml фосфатно-

цитратен буфер, рН 5,0 и след това добавяне на 2 μl пресен 30% водороден пероксид 

на 10 ml субстрат/буферен разтвор непосредственно преди употреба. 

9. PBS буфер(готов за ползване) 

a. Индиректна ELISA  

1. 100µl от предварително разтворен Лиофилизиран рекомбинантен протеин α-

Hemolysin с концентрация (1,0.5,0.25,0.125) µg/ml се накапват в 4 ямки от всяко 

разреждане на две плаки еднакво. Така плаките се инкубират на 37°C за1h 

2. Съдържанието на плаката се отстранява се и се минава към следващ етап блокиране 
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3. Накапват се по 200 µl 1% BSA във всички ямки и се инкубират на 37°C за1h 

4. Съдържанието на плаката се отстранява и плаката се подсушава нежно и внимателно 

с леки потупвания върху хартия неотделяща власинки. 

5. Накапват се по 100 µl Интравенозен имуноглобулин(предварително разреден 1:100) и 

едната плака се инкубира на 37°C за1h а другата 4°C за 24h (с цел проверка на по добри 

взаимодействия на антиген-антитяло при продължителност) 

6. Съдържанието се отстранява и плаката се промива с 300 µl 3 пъти с миещ разтвор за 

ELISA с  pH 7.2–7.6 (предварително разреден)  

7. Накапват се по 100 µl Анти-човешко IgG специфично срещу FC фрагмента антитяло 

свързано с пероксидаза и се инкубира на 37°C за1h 

8. Съдържанието се отстранява се и плаката се промива 300 µl 3 пъти с 10 пъти 

концентриран миещ разтвор за ELISA с  pH 7.2–7.6 (предварително разреден)  

9. Накапват се по 100 µl субстрат ТМВ за 15 минути на стайна температура 

10. Накапват се по 100 µl Стопиращ разтвор, съдържащ 0.5 моларна сярна киселина за 5 

минути на стайна температура. 

11. Отчитане спектрофотометрично (450nm, BioTek Epoch Microplate Spectrophotometer) 

b. Санвич ELISA 

1. 100µl от предварително разредено (1,0.5,0.25,0.125) µg/ml неконюгирано заешко 

поликлонално   антитяло срещу Staphylococcus aureus Alpha-hemolysin с чистота 

>90% се накапват в 4 ямки от всяко разреждане на две плаки еднакво и така плаките 

се инкубират на 37°C за1h 

2. Съдържанието на плаката се отстранява се и се минава към следващ етап блокиране 

3. Накапват се по 200 µl 1% BSA във всички ямки и се инкубират на 37°C за1h 

4. Съдържанието и плаката се отстранява и плаката се подсушава нежно и внимателно 

с леки потупвания върху хартия неотделяща власинки. 

5. 100µl от предварително разтворен Лиофилизиран рекомбинантен протеин α-

Hemolysin с концентрация (1,0.5,0.25,0.125) µg/ml се накапват в 4 ямки от всяко 

разреждане на две плаки еднакво. Така плаките се инкубират на 37°C за1h 

6. Съдържанието се отстранява и плаката се промива с 300 µl 3 пъти с 10 пъти 

концентриран миещ разтвор за ELISA с  pH 7.2–7.6 предварително разреден)  
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7. Накапват се по 100 µl Интравенозен имуноглобулин (предварително разреден 1:100) 

и едната плака се инкубира на 37°C за1h а другата 4°C за24h(с цел проверка на по 

добри взаимодействия на антиген-антитяло при продължитеност) 

8. Съдържанието се отстранява и плаката се промива с 300 µl 3 пъти с миещ разтвор за 

ELISA с  pH 7.2–7.6 (предварително разреден)  

9. Накапват се по 100 µl Анти-човешко IgG специфично срещу FC фрагмента антитяло 

свързано с пероксидаза и се инкубира на 37°C за1h 

10. Съдържанието се отстранява и плаката се промива с 300 µl 3 пъти с миещ разтвор за 

ELISA с  pH 7.2–7.6 (предварително разреден)  

11. Накапват се по 100 µl субстрат ТМВ за 15 минути на стайна температура 

12. Накапват се по 100 µl Стопиращ разтвор, съдържащ 0.5 моларна сярна киселина за 

5мин на стайна температура. 

13. Отчитане спектрофотометрично (450nm, BioTek Epoch Microplate Spectrophotometer). 

 

7. Статистическа обработка на резултатите и обработка на библиографията 

Данните са обработени статистически с специализиран софтуер GraphPad 9.0. За 

подреждане на библиографията е използван специализиран софтуер: Zotero. 
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IV РЕЗУЛТАТИ  

1. Изотипове и подкласове на имуноглобулини, присъстващи в Интравенозен 

имуноглобулин (Имуновенин-интакт 5%)  

Имуновенин Интакт 5% е Български продукт произвеждан в БулБио-НЦЗПБ ЕАД София. 

Този препарат се получават от обединена човешка плазма с минимален размер от 6000 

донора. IVIG продуктите съдържат специфични антитела, което води до неутрализиране на 

широк спектър от специфични антигени, включително патогени. В допълнение, IVIG 

препаратите от човешка обединена плазма се възползват от поликлоналния отговор на 

всеки отделен донор. IVIG е показан като заместителна терапия при пациенти с първичен и 

вторичен имунен дефицит. Тези състояния се характеризират с по-голяма чувствителност 

към инфекциозни заболявания поради количествени или качествени дефицити на антитела. 

В допълнение към употребата му при първични и вторични имунни дефицити, IVIG все 

повече се използва за лечение на голям брой автоимунни и възпалителни заболявания.  

В зависимост от географския район, в който живее донорната популация, са докладвани 

разлики в профилите на антитела в произведените IVIG 1-5.Например, имунният статус на 

донорите на плазма, повлиян от програмите за ваксиниране в общността и излагането на 

патогени, може да бъде отговорен за вариабилността на нивото на антителата в IgG 

препаратите от различни географски области. Търговското производство на Българския 

IVIG включва фракциониране на големи плазмени групи от здрави донори. Това осигурява 

уникален инструмент за изследване на профила на IgG реактивност в тези популации. 

Липсват обаче систематични проучвания, корелиращи нивата на патоген-специфични 

антитела с географския произход на донора. 

За по-нататъшно повишаване на разбирането на характеристиките на профилите на IVIG 

антитела, в това проучване са определени нивата на антитела срещу широк спектър от 

вирусни, гъбични и бактериални патогени в търговски партиди IVIG, получени от донори 

на територията на цяла България.  

Първо бяха анализирани общите характеристики на 11 партиди, произведени в рамките на 

една година (Таблица 2.). Като цяло, променливостта, наблюдавана между партидите, е 

ниска (CV% ≤ 2%), което показва стабилен и възпроизведим производствен процес.  
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Таблица 2. Характеристики на продукта и съпътстващи протеини 

Параметър Единица Средно SD (CV%) Брой 

Total protein mg/ml 59,42 1,16(1,95) 11 

Gamma globulin % 99,86 0,28(0,28) 11 

pH 
 

6,91 0,04(0,57) 11 

Osmolality mOsmol/kg 445,363 0,94(0,21) 11 

D-Manitol  mg/ml 20 N/A 11 

Sodium cloride  mg/ml 9 N/A 11 

Albumin mg/ml 10 N/A 11 

IgA mg/ml 0,67 0,01(1,79) 11 

 

След това определихме съотношението в концентрацията на всички класове и подкласове 

на IgG в изследваните 90 партиди. Разпределението спрямо стандартните изисквания, 

включително и концентрацията на всеки подклас IgG трябва да съответства на 

референтните стойности в кръвната плазма. Получените резултати от анализа на 

разпределението на подклас IgG възпроизвежда типичните стойности за човешка плазма 

(Таблица 3.).  

 

Таблица 3. Разпределение на IgG подклас в IVIG 5% 

Параметър  

Референтна 

стойност 

(g/L) 

Средно (g/L) Средно (%) SD  Брой 

IgG1 4.8-12.5 12,41083 65,695 7,907 90 

IgG2 2.4-7 3,39919 17,993 2,873 90 

IgG3 0.2-2 1,93028 10,217 0,512 90 

IgG4 0.04-0.8 0,73347 3,882 2,325 90 

IgA 0.8-3 0,27230 1,441 0,184 90 

IgE 0-100(kU/L) 0,00038 0,002 0 90 

IgM 0.4-2.5 0,14490 0,767 0,058 90 
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2. Изотипове и подкласове на имуноглобулини,  в реконвалесцентната плазма  от 

донори, прекарали COVID-19  

Хуморалният имунен отговор играе ключова роля в защитата на населението от предаване 

на SARS-CoV-2. Пациенти, преболедували COVID-19, както и напълно ваксинирани лица 

имат повишени нива на антитела. Динамичните нива на класовете и подкласовете на 

отговорите на антитела към нови варианти, които се срещат в различни популации, остават 

неясни. Различните класове подкласове IgG обаче имат различни свойства и ролята им в 

специфични анти-COVID-19 отговори все още не е определена.  

За характеризиране на експресията на различните класове и подкласове и дали някой от тях 

играе важна роля при разпознаването на вируса и евентуалната неутрализираща активност 

анализирахме всички донорни CCP (n=90) за количествена концентрация (g/L) на общи 

имуноглобулини и на IgG подкласове (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM). От 

изследваните подкласове IgG2 е най-разпространен със средна концентрация от 7,01 g/L, 

следван от IgG1 (5,15 g/L), IgG3 (1,12 g/L) и IgG4 (0,21 g/L). Средните концентрации на 

серумните IgA, IgM и Ig E са съответно 0,5 g/L, 3,34 g/L, 0,0006 g/L. Значително високата 

средна концентрация на IgG2 се дължи на висока концентрация в 4 от изследваните проби 

(19-155 g/L) (Фигура 4.). Високите нива на IgG2 е възможно да се дължат на наличие на 

бактериална инфекция по време на кръводаряването. 

 Ако не вземем в предвид тези повишени нива на IgG2 получаваме референтни стойности 

както за класовете така и за подкласовете, което показва, че няма ясна изразена експресия 

на определен тип антитяло при преболедували хора, което да има отношение срещу SARS 

Cov-2.   
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Фигура 4. Концентрация на IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 в тествани CCP. Средното ниво на 

всички подкласове IgG е в референтните граници. 

 

3. Нива на  SARS-CoV-2 специфични IgG и IgA в IVIG 5% и CCP  

Различни фактори по време на инфекцията могат да окажат влияние върху качествата на 

адаптивния имунен отговор и формирането и на циркулиращи антитела. От практическа 

гледна точка представляват интерес показателите, отразяващи ефективен протективен 

имунен отговор и ефекта при евентуална необходимост за пасивна имунизация.  

За целта e направен детайлен анализ на циркулиращите RBD- IgG  и RBD-IgA в проби от 

донорска CCP от хора скоро оздравели след лабораторно доказано положителен тест за 

SARS Cov-2.  

SARS-CoV-2 RBD-специфичен IgG се открива в 63% (57/90) от изследваните проби. 

Средното ниво на RBD-специфичен IgG в положителните проби е със стойности 3,11 ±2,9. 

Anti SARS-CoV-2 IgA е открит в 59% (53/90) от пробите със средни стойности 3,50±2,27. 

При сравнителен анализ на нивата на двата вида анти-SARS-CoV-2 специфични 

имуноглобулини не се наблюдават значими разлики при тяхната експресия значително 

(unpaird t-test, p>0,05) (Фигура 5.) 
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Фигура 5. Съдържание на RBD-IgG и RBD-IgA. Нива на анти-SARS-CoV-2 специфични IgG 

и IgA, съотношение на RBD-IgG и RBD-IgA 

 

Същевременно установихме конкордантно производство на двата класа специфични 

имуноглобулини в 50% от тестваните плазмени проби. При останалите 12 (13.3%) се 

наблюдават високи нива само RBD-IgG-позитивни, при други 8 (8.8%) има експресия само  

на RBD-IgA. Въпреки лабораторно доказано боледуване от вирусна COVID 19 инфекция 

(прекарана скоро преди кръвовземането) не малък процент 25 (27.7%) бяха двойно 

отрицателни (Фигура 6.). 

 

p>0,05 
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Фигура 6. Конкордантност на експресията на IgG и IgA, брой на RBD-IgG и RBD-IgA 

двойно положителни, единични положителни и двойно отрицателни. 

 

Допълнителен анализ на средните нива на RBD-IgA в IgA-единично положителни и двойно 

положителни проби показва сходни стойности: 3,33 срещу 3,50 (p>0.05). Подобни средни 

нива са наблюдават и за SARS-CoV-2 специфичния IgG при сравняване на RBD-IgG 

еднократно положителни и двойно положителни проби (3,07 срещу 3,11, p>0,05). Това 

показва че няма изразена корелация между експресията на RBD-IgA при наличие на 

експресиран RBD-IgG. Но от друга страна съществува значителна корелация между нивата 

на RBD-IgG и RBD-IgA в двойно положителните проби. Rho=0.57, p<0.0001, (Фигура 7.).  

Поради липсата на данни за тежестта на протичането на инфекцията не можем да твърдим, 

но предполагаме, че при по-тежко протичаща инфекция имаме по-висок титър на антитела, 

което обяснява корелацията между двата типа специфични антитела при двойно 

положителните. Също така може да се касае за по-скорошна инфекция и наличие на 

серумни специфични антитела. 
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Фигура 7. Корелация между нивата на RBD-IgA и RBD-IgG в двойно положителните проби 

(R=0.57, p<0.0001). 

 

За да оценим евентуалното съотношение на експресия на RBD-IgG при налична експресия 

на RBD-IgA сравнихме нивата на специфично IgG при RBD-IgA положителни и 

отрицателни. При анализа на данните, представени на Фигура 8. при 14 проби се 

наблюдават значително по-високи стойности на RBD-IgA в границите от 8,64 до 9,41. Само 

една проба беше единично положителна за RBD-IgA, останалите 13 бяха двойно 

положителни със стойности на RBD-IgG, вариращи от 1,12 до 8,37. Наблюдава се 

значително по-високо ниво на RBD-IgG експресирано при RBD-IgA-позитивните проби в 

сравнение с RBD-IgA-отрицателните (3,03 срещу 3,11, p<0,0001). 
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Фигура 8. Анти SARS-CoV-2 IgG нива в RBD IgA-положителни и RBD IgA-отрицателни 

проби. Значително по-високо ниво на RBD-IgG беше открито в RBD-IgA-позитивните 

проби в сравнение с RBD-IgA-отрицателните (3,03 срещу 3,11, p<0,0001) 

 

Голям брой от общото население е заразено с SARS-CoV-2. С високи нива на инфекция и 

ваксинации сред общото население продуктите от здрава донорска плазма, а именно 

интравенозни имуноглобулини (IVIG), вече съдържат антитела срещу COVID-19. 

Проучванията за неутрализиране с див тип SARS-CoV-2 вирус показват, че IVIG 

продуктите имат неутрализиращ потенциал, което повдига въпроса дали IVIG предлага 

защитна или терапевтична полза в продължаващата пандемия.  

Наличието на  RBD-IgG и RBD-IgA, въпреки много ниската концентрация в продукта на 

IgA, е анализирано в 13 (208-220) партиди Имуновенин – интакт 5%, произведени от плазми 

на донори по време на Ковид пандемията и 3(181-183) контролни партиди, произведени 

преди началото на пандемията.  Бяха определени и  SARS-CoV-2-свързващи IgA и IgG. 

Получените резултати показват значително увеличение на специфично IgG спрямо 

контролните групи в началото на пандемичния период и постепенно покачващи се нива на 

специфично IgA(Фигура 9.).  
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Фигура 9. Сравнителен анализ на съдържанието на RBD-IgG и RBD-IgA в партиди 

Имуновенин Интакт 5 % произведени от плазми събрани по време на COVID-19 

пандемията(n=13) с партиди произведени преди началото на пандемията(n=3). 

 

Въпреки че са изследвани няколко терапевтични стратегии, оптималният подход за лечение 

на пациенти с COVID-19 остава да бъде изяснен. Този сравнителен анализ има за цел да 

оцени ефикасността и безопасността на терапията с поликлонален интравенозен 

имуноглобулин IVIG и COVID-19 реконвалесцентна плазма.  

Сравнителният анализ на SARS-CoV 2 RBD – специфични IgG антитела в Имуновенин-

интакт 5% IgG и ССР показа, че средното ниво на RBD-специфични IgG в 16 партиди е 

7.4±3.9 и е значително по-високо в сравнение с групата от 64 CCP. (4,1±2,4, p=0,005). 

(Фигура 10.) 
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Фигура 10. Нива на анти-SARS-CoV-2 специфично IgG съотношение на RBD-IgG в IVIG 5% 

и контролна група (CCP)( p=0,005). 

 

4. Неутрализираща активност срещу SARS-CoV-2 варианти в реконвалесцентни 

плазмени проби  и в IVIG 5%. 

За детайлно характеризиране на наличните циркулиращи антитела в изследваните донорски 

плазми положителните проби за RBD-IgG и/или RBD-IgA (n=65) бяха допълнително 

анализирани за тяхната неутрализираща активност срещу S1 протеина на шест варианта на 

SARS CoV-2: див тип, B.1.617.2 (δ), P.1 (γ), B.1.351 (β), B.1.1.529 (omicron) и B.1.1.7 (α).  

При анализа на получените данни се наблюдава отсъствие на неутрализираща активност 

срещу всички от тествани подтипове и се отразява само в 12,3% (8/65) от тестваните проби. 

Останалите 57 са неутрализиращи за някои или всички варианти на SARS CoV-2.  

Най-ниският положителен резултат 39/57 (68,4%) е открит за γ варианта. (Таблица 4.) 

Средната неутрализираща активност варира от 54,2% за Delta S1 до 85,4% за Omicron. 

Въпреки факта, че по време на събирането на донорската плазма на територията на 

България беше активен α варианта при изследването се откриват антитела срещу варианти, 

които дотогава не са съществували. От получените резултати можем да кажем, че 



25 
 

неутрализиращата активност на реконвалесцентната плазма има пълна неутрализираща 

ефективност при прилагане и в по късен етап при наличие на нови мутации на същия вирус.  

 

Таблица 4. Неутрализираща активност на тествани CCP за варианти на SARS-CoV-2. 

Проценти положителни проби и проценти на неутрализация за шестте варианта на 

SARS-CoV-2. 

Проба 

/Таргетен 

протеин 

S1 

protein 

(wild type) 

Spike 

B117 

(Alpha) 

Spike 

B1351 

(Beta) 

Spike 

P1 

(Gamma) 

Spike 

B16172 

(Delta) 

Spike 

B11529 

(Omicron) 

% 

позитивен 

51 

(89.5%) 

49 

(86%) 

48 

(84%) 

39 

(68.4%) 

48 

(84%) 

49 

(86%) 

% 

неутрализация 

(средно) 

 

68.7% 

 

75.3% 

 

71.6% 

 

71.4% 

 

54.2% 

 

85.4% 

 

За по-подробно характеризиране е направен сравнителен анализ на различните комбинации 

от неутрализираща активност за различните варианти на SARS CoV-2 на тестваните CCP, 

които са показани в таблица 5.  

При 39/57 (68,42%) от тестваните проби са намерени неутрализиращи антитела за всички 

подтипове на варианти на SARS CoV-2 и почти всички (94,7%) могат да неутрализират 

повече от един вариант. Това потвърждава твърдението ни за ефективността на пасивната 

имунизация при спешни случаи дори и в по-късен етап при развитието на една световна 

пандемия.  
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Таблица 5. Модели на неутрализираща активност за шест варианта на SARS CoV-2 на 

RBD-положителни проби 

Комбинация от SARS 

CoV-2 варианти: S1 wild 

type (1), Spike B117 (2), 

Spike B1351(3), Spike 

P1(4), Spike B16172(5), 

Spike B11529 (6) 

Брой проби със съответния специфичен профил на 

откритите неутрализиращи антитела 

 

 

 

 

 

 
1,2,3,4,5,6 39  

1,2,3,4,6 2  

1,2,3,5,6 6  

1,2,4,5,6 1  

1,3,4,6 2  

1,2,3,5 1  

1,2,5,6 2  

1,2,5 1  

1,3,4,5,6 1  

6 1  

1 1  

 

Би следвало при плазми с по високи нива RBD-IgG или RBD-IgA да се появява по висок 

процент на неутрализация поради наличието на повече специфични антитела. Тоест дали 

RBD антитела освен свързване на S1 протеина намиращ се по повърхността на вируса могат 

да се явяват като неутрализиращи антитела.  

От анализа на получените резултати не се установява корелация между нивото на RBD-IgG 

или RBD-IgA и общата неутрализираща активност на RBD-позитивните проби (p>0.05).  

След доказването на високи концентрации на специфично IgG в продукта за утвърдяване 

на евентуалния потенциал за пасивна имунизация и лечение пациенти в тежка фаза на 

заболяването IVIG (n=13) бяха анализирани за тяхната неутрализираща активност срещу 

протеина S1 на шест варианта на SARS CoV-2: див тип, B.1.617.2 (δ), P.1 (γ), B.1.351 (β), 

B.1.1.529 (omicron) и B.1.1.7 (α). Не намерихме липса на неутрализираща активност за 

всички подтипове във всички тествани проби. Най-нисък положителен резултат е открит за 
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γ варианта докато най-висок процент на неутрализация е намерен срещу Alpha варианта 

(Таблица 6.).  

Високите проценти на неутрализация показват, че потенциала на кръвните продукти като 

IVIG  при използването му за лечение на пациенти, при който липсва друга алтернатива за 

подобряване на състоянието, може да се окаже надежден. С насоки към по специфично 

охарактеризиране и набор от научни и клинични данни за ефективността, този продукт 

може да бъде ефективно използван в редовната практика, но и при ново появили се 

неизвестни вирусни пандемии в началото, когато липсват алтернативни лечения.  

 

Таблица 6. Неутрализираща активност на тествания IVIG 5% за SARS-CoV-2 варианти. 

Проценти на неутрализация за шестте варианта на SARS-CoV-2 

Таргетен 
протеин 

S1 
protein 

Spike 
B117 

Spike 
B1351 

Spike 
P1 

Spike 
B16172 

Spike 
B11529 

% 
неутрализация 

(средно) 
81,2 91,5 83,8 75,5 80,2 89,7 

 

От предишните анализи установихме, че няма зависимост между титъра на специфични 

антитела и неутрализиращият им ефект. Но все пак направихме сравнителен анализ на 

неутрализиращата ефективност на IVIG и CCP. Средната неутрализираща активност варира 

от 75,5% за γ S1 до 91,5% за α варианта, но не беше установена значителна разлика с CCP 

(n=64) (unaird t-test p>0,05) (Фигура 11.) 
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Фигура 11. Сравнение на неутрализиращия потенциал за шестте варианта на SARS-CoV-

2 на IVIG 5% и CCP. Не са установени значими разлики (несдвоен t-тест p>0,05). 

  

5. Цитокинов профил -  CCP и сборни плазми 

Ефикасността на реконвалесцентната плазма от коронавирусна болест 2019 се приписва 

основно като източник на неутрализиращи антитела срещу коронавирус 2 на тежък остър 

респираторен синдром. Въпреки това, съставът на други имунни компоненти в CCP и 

техните потенциални роли остават до голяма степен неизследвани. 

Този анализ има за цел да опише състава и концентрациите на плазмени цитокини в донори 

на CCP. (Фигура 12.) Във всички анализирани проби се наблюдават значително повишени 

концентрации на IL-18 със средно ниво от 54,05 pg/ml. IL-27 е повишен в 92,2% (83/90) от 

пробите, (средно 18,23 pg/ml), а IL-1RA – в 76/90 (84,4%) (средно 222,96 pg/ml). Само 1/90 

CP проби (двойно положителни) са със значително висока концентрация на IL-9 от 751,89 

pg/ml (ниво на откриване = 8,23 pg/ml) и 1/90 (двойно отрицателни) проби с концентрация 

на IL-18 от 217 pg/ml (9,84 pg/ граница на откриване). 
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Фигура 12. Средна концентрация на тестваните 25 цитокини в 90 проби ковид 

реконвалесцентна плазма 

 

Освен това е направен сравнителен анализ на  45-те двойно положителни (RBD-IgG+ RBD-

IgA+) с 25-те RBD-отрицателни проби, за да видим дали някои значителни разлики в 

концентрациите на цитокини могат да обяснят липсата на вирус-специфични 

имуноглобулини (Фигура 13.). Наблюдавахме значителни статистически разлики само в два 

цитокина, IL-22 (p=0,03) и IL-10 (p=0,001) в RBD-двойно положителна група с кратно 

увеличение IL-22 (~40) и IL-10 (~15) в сравнение с RBD-двойно отрицателни RBD-IgA 

единични положителни серуми не се различават значително в концентрациите на цитокини 

от RBD-IgA отрицателен също. Същото се наблюдава при еднократно положителни RBD-

IgG и RBD-IgG – отрицателни. 
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Фигура 13. Многократно увеличение на нивото на 25 тествани цитокини. Значителни 

статистически разлики само в два цитокина, IL-22 (p=0,03) и IL-10 (p=0,001) в RBD-

двойно положителна група с кратно увеличение на IL-22 (~40) и IL-10 (~15). 

 

Направихме сравнителен анализ да оценим наличието на цитокинова експресия на  сборни 

плазми за производство на Имуновенин – интакт 5%, събрани по време на Covid-19 

пандемията и   хиперимунни плазми от индивидуални донори,  преболедували Covid-19. 

Проучването показа увеличена експресия на основен противовъзпалителен цитокин IL-1RA 

в три и IL-9 в една хиперимунна донорска плазма, докато при сборните плазми не се 

откриват повишени нива на цитокини (Фигура 14.). 
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Фигура 14. Сравнителен анализ на  цитокинов профил при сборни плазми(328-337) за 

производство на Имуновенин – интакт 5%, събрани по време на Covid-19 пандемията и   

хиперимунни плазми от индивидуални донори,  преболедували Covid-19. 

 

6. Антитела срещу Candida albicans в IVIG 5% 

Инфекциите с Candida albicans продължават да бъдат сериозен клиничен проблем по 

отношение на високата им заболеваемост и смъртност6,7. Взаимодействието между 

гъбичния патоген и неговия гостоприемник се осъществява на нивото на клетъчната стена, 

която се състои главно от полизахариди, свързани с протеини и липиди. Най-вътрешните 

слоеве на Candida albicans са съставени от гъста мрежа от полизахариди, състояща се от 

глюкани (β-1,3 и β-1,6 свързана глюкоза) и хитин (полимер на β-1,4-свързан N-

ацетилглюкозамин)8. Гъбичните полизахариди се отделят в кръвообращението по време на 

инфекцията и тяхното откриване позволява ранна диагностика на инвазивна гъбична 

инфекция.  

За да оценим ролята на терапията с IVIG в елиминирането на гъбички анализирахме 

наличието на специфични антитела срещу Candida albicans. Анализът на 90 партиди IVIG 

5% за наличие на антитела срещу Candida albicans показа, че всички изследвани проби са 

положителни със средно ниво 27,4±1,4. За сравнение, от 12 произволно избрани контролни 

серума 5 са отрицателни, а 7 - положителни (средно ± SD 17.2 ± 7.6) (Фигура 15.). 
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Наблюдавахме значителна разлика при сравняване на IVIG с нивата на контролната група 

(несдвоен t-тест p<0,0001). 

 

Фигура 15. Сравнителен анализ на анти-Candida albicans IgG в IVIG 5% спрямо контролни 

серуми. са установени значително по-високи нива в IVIG 5% спрямо контролни серуми 

(несдвоен t-тест p<0,0001). 

 

Candida albicans е често срещан обитател в нормалната микрофлора на човека. За да 

покажем значението на продължителността на контакт с определен микроорганизъм и при 

евентуалната селекция на донори за по ефективен резултат при евентуално лечение на 

пациенти с тежка инфекция, разделихме контролните серуми в две групи  по възраст над 30 

(n=4) и под 30 години. Анализ на получените данни показва сравнително по високи средни 

стойности при групата над 30 (25,9±1,3) в сравнение с групата под 30 (9,7±4,7) години, като 

unpaird t-test показва статистически значима разлика (p<0,0001) (Фигура 16.). 
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Фигура 16. Сравняването на контролната група по възраст над 30 (n=4) и под 30 (n=8) 

показва значителна разлика (несдвоен t-тест p<0,0001). 

 

7. Антитела срещу Staphylococcus aureus в IVIG 5% 

Staphylococcus aureus е често срещан инвазивен патоген в нашите страни и е причинител на  

честа заболеваемост и смъртност. Способността на S. aureus да произвежда различни 

мощни цитолитични токсини и пептиди е основен механизъм за избягване на имунния 

отговор на гостоприемника и играе критична роля в патогенезата9. Двукомпонентните 

левкоцидини - гама-хемолизини (HIgAB и HIgCB), левкоцидин на Panton-Valentine (PVL), 

LukED и LukAB (известен също като LukGH) и alpha-hemolysin (Hla) - са група образуващи 

пори токсини, способни да лизират човешки клетки. Нарастващото разпространение на 

резистентни към антибиотици щамове S. aureus подчерта необходимостта както от подходи 

за активна, така и от пасивна имунизация.  Интравенозният имуноглобулин е препарат с 

поликлонални антитела, който е предложен като допълнителна терапия при тежки 



34 
 

стафилококови и стрептококови инфекции10,11. Предишни проучвания са изследвали 

способността на IVIG да неутрализира токсините от S. aureus, включително левкоцидин на 

Panton-Valentine (PVL), хемолизин и токсин-1 на синдрома на токсичен шок (TSST-1)12,13. 

Като се има предвид честата клинична употреба на IVIG за тежки инфекции, причинени от 

S. aureus, подобряването на нашето разбиране за функционалните свойства на антителата, 

проявявани от този терапевтик, е от съществено значение.  

 

7.1.Разработка на ELISA метод за анализ на Hla от S. aureus 

За изследване наличието на Hla от S. Aureus в Имуновенин-интакт 5%, разработихме два 

ELISA метода ( директна и сандвич). 

Анализ на резултатите не показва значителна разлика при стабилността на взаимодействие 

антиген-антитяло между двата типа ELISA методи. Това ни води към извода, че няма 

никаква зависимост между антиген-антитяло реакцията при по-продължителна инкубация 

(Фигура 17.).   

 

 

Фигура 17. ELISA анализ на влиянието на времето на инкубация при взаимодействие 

антиген-антитяло при различни концентрации на антигена (1 µg/ml,0.5 µg/ml,0.25 µg/ml и 

0.125µg/ml) 

 

По-нататък анализирахме разлики между двата типа метод (сандвич и индиректна) ELISA. 

Регистрирахме и че двата типа показват сходни стойности, което улеснява по-нататъшната 
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разработка за избор на по малко компонентен метод, за да избегнем възможностите за 

допълнителни грешки при изпълняването на метода (Фигура 18.). 

 

 

Фигура 18. Сравнителен анализ на двата типа (директна и сандвич) ELISA метод 

 

След това анализирахме дозовата зависимост при нарастващите количества имобилизиран 

антиген (Hla) и Интравенозния имуноглобулин. Регистрирахме дозово зависимо 

взаимодействие с насищане при 1 µg/ml в ямка Hla ( Фигура 19.). 
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Фигура 19. ELISA анализ на дозова зависимост на Hla при взаимодействие с антителата. 

 

Получените сигнали и стойности на оптична плътност при измерване на реакцията са 

високи. За да се предотвратят фалшиво положителни резултати е направен анализ на 

продължителността на инкубация и температурата по време на инкубиране. За тази цел две 

идентични плаки бяха инкубирани на 37°C и стайна температура около 20°C за 30 минути. 

Получените резултати показват значимо голяма разлика между двете температури като при 

20°C не се наблюдава никаква реакция докато при 37°C се наблюдава взаимодействие  с по 

нисък интензитет от този инкубиран на 1 час на 37°C (Фигура 20.). 

 

Фигура 20. ELISA анализ на влиянието на температурата върху взаимодействието 
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След оптимизиране на протокола за работа на ELISA анализа бе необходимо да се валидира 

метода 4 кратно, за да се утвърди точност и стабилност. За тази цел всеки ден по един и същ 

установен вече протокол, 4 последователни дни се изработиха 40 проби от Интравенозен 

имуноглобулин като една проба се анализира на 4 ямки. Анализ на получените резултати 

ни показва висока стабилност на ELISA метода (Фигура 21.).  

 

 

Фигура 21. Валидиране на оптимизирания протокол за ELISA метода. 

 

7.2.Анализ на 90 партиди IVIG 5%  

Изследваните 90 партиди от IVIG 5% бяха анализирани за наличие на IgG срещу 

Staphylococcus aureus алфа-хемолизин (Hla). Като контролна група са използвани серуми от 

здрави донори 20<30 години и 20>30 години. Ние наблюдавахме нива от 2,21±0,36 U за 

88/90 положителни IVIG 5% проби в сравнение с контролната група, всички положителни 

със средно ниво 1,7±0,37 U. Статистическият анализ на unpaid t-test показва статистически 

значима разлика (p<0.0001) (Фигура 22.).  

Сравнявайки средните нива >30 възраст (1,8±0,36) и <30 възраст (1,5±0,30) контролна 

група, наблюдавахме сходни нива без статистически значима разлика (unpaird t-test p>0,05). 
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Фигура 22. Наличие на IgG срещу алфа-хемолизин (Hla) от Staphylococcus aureus в IVIG 5% 

спрямо контролната група. Статистическият анализ на несдвоен t-тест показва 

статистически значима разлика (p<0,0001) 

 

8. Детекция и характеризиране на АНА в Имуновенин-интакт 5% и CCP 

Инфекцията със SARS-CoV-2 както много други вирусни инфекции може да предизвика 

автоимунни заболявания и образуването на АНА не е изключено. Тези твърдения в 

литературата са докладвани като много единични случаи. В този преглед ние се фокусираме 

върху оценка на разпространението на автоантитела. Всичките CCP на 90 донори бяха 

анализирани за наличие на ANA. Според нашите резултати всички изследвани проби са 

ANA-отрицателни. 

Антинуклеарните антитела представляват автоантитела, които разпознават и реагират със 

собствени молекули. В зависимост от тяхната антигенна специфичност, те обикновено се 

класифицират като органоспецифични или неспецифични. Важно е, че е известно, че някои 

автоантитела се произвеждат в серуми на пациенти с автоимунни заболявания и тяхното 
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присъствие е включено в диагностичните критерии за тези заболявания. По този начин 

автоантителата, получени от IVIG, които могат да нарушат серологичните анализи, могат 

да доведат до погрешна диагноза и последваща неправилно насочена терапия. Всъщност 

тази възможност е подкрепена от няколко проучвания, които съобщават за наличие на 

специфични автоантитела в IVIG препарати и/или повишаване на титрите на автоантитела 

при IVIG реципиенти14-23. Освен това, предупреждение относно откриването на пасивно 

прехвърлено антитяло е описано в основното резюме на характеристиките на продукта и в 

листовките на  IVIG продукти, въпреки че не са посочени отделни автоантитела. Съответно, 

характеризирането на множество профили на автоантитела в IVIG препарати и оценката на 

ефекта от инфузията на IVIG е от изключително значение при стандартизиране на продукта. 

За тази цел изследвахме наличието на АНА в Имуновенин-интакт 5%, като при всички 

изследвани (90) партиди се откриват АНА (Фигура 23). 

 

 

Фигура 23. Анализ на АНА в 90 производствени партиди Имуновенин-интакт 5%. 

 

За по-детайлно характеризиране на наличните АНА детектирани на предишния анализ 

избрахме 5 партиди Имуновенин-интакт 5% с най-високи нива да определим 

специфичността на детектираните АНА, ги анализирахме с имуноблот техника АНА 

профил. Анализ на резултатите е показан на таблица 7, където ясно се виждат силно 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

O
D

 4
5
0
n
m

IVIG 5%



40 
 

положителни две от изследваните партиди за  Ro-52 (59) и AMA M2 (33) при едната и AMA 

M2 (60) при другата. Тези два типа АНА се регистрират при 4 партиди, но с по слаб 

интензитет. SS-A е с положителен само в една партида. 

 

Таблица 7. АНА профил на 5(с най-високо ниво на АНА от предишния анализ) 

производствени партиди Имуновенин-интакт 5% 

AНA/проба 1 2 3 4 5 

PM-Scl,           

nRNP/Sm           

Sm           

SS-A   6     19 

Ro-52 20 18 24 10 59 

SS-B           

Scl-70           

Jo-1,           

CENP B           

PCNA           

dsDNA,           

nucleosomes           

histones           

ribosomal P-proteins           

AMA M2 17 10 21 60 33 

DFS70    6       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

V. ОБСЪЖДАНЕ  

Българският венозен имуноглобулин Имуновенин интакт 5% е висококачествен и добре 

поносим IgG препарат. Получава се от утвърден производствен процес, използващ за 

производство българска човешка плазма. Според нас това е установен производствен 

процес за получаване на кръвен продукт с висок добив от човешка плазма. В днешно време 

човешката плазма е силно търсен кръвен продукт, като според Prevot и Jolles24 (2020) се 

очаква търсенето ѝ да нарасне още повече в бъдеще. Настоящото проучване разглежда 

основните спецификации на IVIG и нивата на антителата с потенциална терапевтична 

ефективност при различни инфекциозни заболявания. Всички характеристики на продукта 

са в норма, като за IgA са наблюдават остатъчни ниски нива от 0,1%. Това не е риск за 

пациентите, тъй като нормалното ниво на серумен IgA е по-високо 25. Въпреки това, 

пациентите с дефицит на IgA могат в редки случаи да отговорят на оставащите IgA антитела 

в продукта. Тъй като тези събития са много редки, 1 на 600 индивида 26 и честотата на анти-

IgA антитела при IgA дефицит е около 1/1200 27, не е ясно дали съществува някаква 

зависимост от дозата относно остатъчните IgA антитела 28. 

Според данните на Shakib и Stanworth, (1980)29 и French, (1986) 30, нивото на концентрация 

на всеки имуноглобулин в серума на здрави индивиди зависи отчасти от броя на 

плазматичните клетки, които произвеждат този конкретен подклас имуноглобулин; от 

скоростта на синтеза, катаболизма и обмена между интра- и екстраваскуларните 

пространства. Тяхното изследване показва, че при възрастни концентрацията на IgG1 е 5-

12 g/l, следвана от IgG2 - 2 - 6 g/l, IgA1  - 0,5 - 2 g/l, IgM - 0,5 - 1,5 g/l, IgG3 - 0,5 - 1,0 g/l, 

IgG4 0,2 - 1,0 g/l, IgA2 - 0 - 0,2 g/l, IgD  - 0 - 0,4 g/l и IgE 0 - 0,002 g/l.  

В нашето проучване установихме, че концентрацията и разпределението на подкласове и 

класове имуноглобулини, присъстващи в българския IVIG, има същото разпределение като 

нормалното ниво при възрастни здрави хора. Установихме най-високата средна 

концентрация на IgG1 (12,41 g/l), последвана от IgG2 (3,39 g/l), IgG3 (1,93 g/l), IgG4 (0,73 

g/l), IgA (0,27 g/l), IgM (0,14 g/l) и IgE (0 - 0,0003 g/l). 

Коронавирусите са вируси с обвивка, съдържащи едноверижна РНК с положителна 

полярност, които могат да заразят както хора, така и животни. 

Геномът на SARS-CoV-2 се състои от променлив брой отворени рамки за четене (Open 

Reading Frames, ORFs). Шестнадесет неструктурни протеина (NSPs) са от съществено 
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значение за процесите на репликация/транскрипция. Приблизително 67% от целия геном, 

се кодират от първия ORF докато останалите ORFs кодират структурни протеини, 

необходими за изграждането на нови вириони 60,61. 

Шипчестият (спайк, S) протеин, съставен от два основни компонента (S1 и S2) образува на 

повърхността на вируса подобни на корона израстъци, които дават името на рода 

коронавируси62. S1 компонентът опосредства навлизането на вируса в клетките-

гостоприемници. Това се осъществява чрез взаимодействие между рецептор-свързващия 

домен от S1 (Receptor-Biding domain, RBD) и рецептора за ангиотензин-конвертиращия 

ензим 2 (ACE2), последвано от сливане с клетъчната мембрана с помощта на S2 

субединицата. Това взаимодействие позволява на вируса да проникне в клетки, 

експресиращи ACE2 и да предизвика инфекция. Спайк протеинът е силно имуногенен, 

което означава, че предизвиква силен хуморален и клетъчен отговор63. Вирусният геном е 

опакован в спираловиден рибонуклеокапсид, съставен от нуклеокапсидния протеин (N) и 

затворен от обвивка (Еnvelope, Е),62. Протеинът на вирусната обвивка е много разнообразен 

и играе критична роля за морфогенезата и освобождаването на вириони64. Формата на 

коронавирусите се поддържа от матричния протеин (M), най-разпространеният и 

разнообразен протеин на вирусната обвивка 60-62. 

COVID-19 инфекцията, причинена от тежък остър респираторен синдром коронавирус 2 

(SARS-CoV-2), е основен проблем за общественото здраве от началото на пандемията през 

2019 г. Макар че ваксините защитават повечето хора, тези с тежки имунни дефицити често 

имат слаба реакция към ваксината и по-голяма вероятност да развият тежко или 

персистиращо заболяване. 65,66. Няма препоръки за лечение на персистираща инфекция при 

имунокомпрометирани лица. Описани са опити с повтаряща се моно- или комбинирана 

антивирусна терапия67. Използването на рекомбинантни анти-SARS-CoV-2 моноклонални 

антитела (mAb) е възпрепятствано от еволюцията на резистентни вирусни щамове68. 

Имунокомпрометираните пациенти с COVID-19 могат да получат полза от терапия с 

реконвалесцентна плазма или анти-SARS-CoV-2 хиперимуноглобулин, добити от 

преболедували, но все още липсват категорични доказателства за ефективността на тези 

методи 69–71. 

Въздействието на CP върху качеството и профила на антителата при лекувани пациенти с 

COVID-19 е неясно и маркерите на антителата, които предсказват изхода от COVID-19, не 
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са напълно проучени. Във тази връзка, за да се определи въздействието на пасивното 

лечение и да се идентифицират параметрите, свързани с терапевтичния ефект, е необходима 

оценка на профилите на антитела при CP на COVID-19 след (SARS-CoV-2) инфекция. 

Обширната характеристика ще помогне за по-доброто разбиране на положителните ефекти 

на CCP за пасивно лечение по време на бързо разпространяваща се епидемия. 

Пациенти, заразени със SARS-CoV-2, произвеждат вирус-специфични IgM, IgG и IgA 

антитела, с добре дефинирана динамика 72-74, където спайк-специфичните IgG антитела са 

най-често срещаните имуноглобулини 74. Селективната секреция на димерен IgA през 

лигавичните бариери75 предоставя важни предимства или имуногенност срещу 

респираторни патогени 76,77. Циркулиращият димерен и мономерен IgA може да медиира 

независими от локализацията изотип-специфични функции 78. Мономерният IgA в серума 

няма секреторната верига на димерния IgA и се свързва с Fcα рецептор 1 (FcαR1), който 

активира възпалителната програма на миелоидните клетки 79. О друга страна има 

експериментални доказателства за противовъзпалителна роля на мономерни IgA при 

взаимодействия с FcαR180 и за терапевтично приложение на IgA81. Проучване на кинетиката 

на антителата при седем пациенти с COVID 19 показва, че докато нивата на IgG се 

повишават и се поддържат поне три месеца, нивата на IgM и IgA намаляват 35-50 дни след 

инфекцията 82. Vâţă и сътр.83 демонстрират, че при 75 пациенти с потвърдена COVID-19 

инфекция тежестта на заболяването варира значително между групите с наличие и липса на 

анти-SARS-CoV-2 IgA антитела. В групата с положителен IgA към SARS-CoV-2, повече 

пациенти са имали напреднали стадии на заболяването (31,5%) в сравнение с пациентите с 

отрицателен IgA (14,3%). Ма и сътр.84, Carnicelli и сътр.85и Zervouz и сътр.86 съобщават, че 

пациентите с тежка форма на COVID-19 показват високи нива на IgA антитела. Тъй като 

производството на IgA е свързано с тежки инфекции, това може да се обясни с повишения 

имунен отговор при остри респираторни заболявания. Марклунд и др. 87 са установили, че 

почти 10% от пациентите с лек COVID-19 не са развили откриваем анти-SARS-CoV-2 IgG 

в серума. Етапът и тежестта на COVID-19 инфекцията са важни фактори, свързани с 

наличието на RBD-IgA и RBD-IgG, но развитието на имунни комплекси, имунната система 

и генетичните характеристики на пациента могат да повлияят на хуморалния отговор срещу 

SARS-CoV-2.  
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Специфичният за SARS-CoV-2 хуморален отговор в ранния стадий се управлява силно от 

IgA антитела. Освен това, експанзията на периферните IgA плазмобласти се открива скоро 

след началото на симптомите и достига пик около ден 22 от третата седмица на 

заболяването88. Поради тази причина Kober и сътр. приемат, че IgA може да играе по-важна 

роля в началото на инфекцията 89. 

IgM и IgG играят важна роля при неутрализирането на SARS-CoV-290, като IgM 

неутрализиращите антитела се откриват рано, но намаляват с времето, докато IgG 

неутрализиращите антитела се появяват по-късно и остават относително стабилни във 

времето91,92. Няколко проучвания са установили, че IgG1 играе ключова роля в 

неутрализирането 93-97. Luio и сътр. разкрива, че при 63 донори с тежък, умерен, лек и 

асимптомен COVID-19, IgG1 и IgG3 са критични за хуморалните имунни отговори 98. Те 

могат да бъдат свързани с преходен модел, т.е. ранен IgG3 отговор, последван от 

преминаване към по-висок афинитетен IgG1 антитялов отговор 99. Другите IgG подтипове, 

IgG2 и IgG4, не участват в свързването на SARS-CoV-2 антиген или при неутрализиране на 

вируса100. Маличев и сътр. също установи, че IgG1 е най-разпространен в 

реконвалесцентната плазма, следван от IgG2, IgG3 и IgG4. 

В нашето изследване наблюдавахме, че IgG2 е с най-висока средна концентрация, следван 

от IgG1, IgG3 и IgG4. Високата средна концентрация на IgG2 се дължи на много високи 

концентрации в 4 проби (19-155 g/l). Ние анализирахме, че всички 4 проби с по-високи IgG2 

антитела имат по-висока концентрация на IgM и това може да е връзка между двата типа 

антитела в ранните етапи на имунния отговор на SARS-CoV-2. Добре известно е, че IgG2 

играе важна роля в отговорите на бактериални капсулни полизахаридни антигени 101. Така 

че високата концентрация на IgG2 в анализираните проби може да е резултат от 

съпътстваща бактериална инфекция, която е доста често срещана, особено при тежки 

случаи на COVID-19 и пациенти със съпътстващи респираторни заболявания. 

При анализа на СР по съдържание на RBD-специфични IgG и IgA в настоящото проучване 

е установено съгласувано производство на двата класа в 50% от тестваните плазмени проби. 

От останалите 12 (13,3%) са само RBD-IgG-положителни, други 8 (8,8%) - само RBD-IgA 

положителни, а 25 (27,7%) са отрицателни както за RBD-IgG, така и за RBD-IgA. 

Подобни резултати показват Qian и сътр.102 в систематичен преглед и мета-анализ на 21 478 

пациенти (11 163 CCP група и 10 315 контролна група) и те не откриват значителна разлика 
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в пациентите, лекувани с CCP, и контролната група. Друго изследване на 107 пациенти (36 

пациенти, лекувани с CCP и 71 контроли) установява, че ефектът на CCP е сходен между 

групите103. Това най вероятно се дължи на непълната характеристика на CCP за пасивно 

лечение и подчертава важността на характеризирането на CCP преди вливане в пациента. 

Генетичните варианти на SARS-CoV-2, алфа, бета, гама, делта и омикрон са заразили 

милиони хора по света 104. Ние оценихме неутрализиращите активности на IgG антитела 

срещу тези варианти, получени от реконвалесцентни плазмени проби. Според GISAID, чрез 

CoVariants.org (последна актуализация на 03 май 2024 г.), през периода на събиране на 

плазма за нашето изследване до 15 май 2021 г. най-разпространеният вариант на SARS-

CoV-2 в България е бил вариантът Алфа (85,71%). След тази дата е установено увеличение 

на вариант Делта до 52,38%. Вариантните мутации в SARS-CoV-2 са свързани с промени в 

активността на рецепторното свързване и намалена неутрализация от антитела 105-107. 

Нашите резултати показват, че 39/57 (68,42%) от CCP съдържат неутрализиращи антитела 

за всички подтипове на варианти на SARS CoV-2 и почти всички (94,7%) могат да 

неутрализират повече от един вариант. 

Резултатите от Li и сътр., които показват, че CCP с висок титър неутрализира вариантите 

на SARS-CoV-2, въпреки липсата на предишна експозиция на донора на вариантите, са в 

съответствие с нашите 108.  

Въпреки зависимостта на нивото на неутрализираща активност от индуциращия вирусен 

щам, реконвалесцентната плазма проявява активност и срещу по-късно възникнали 

варианти. Следователно, индивидуалната неутрализираща активност трябва да се 

анализира в зависимост от периода. Реконвалесцентната плазма има ефективен 

неутрализиращ ефект при скоро появилите се варианти, но вероятно е с ограничена 

стойност, когато настъпи значителна еволюция на циркулиращите варианти. 

При пациенти с COVID-19 с тежко протичане са описани различни цитокинови дисбаланси 

и екстремни стойности, определени като „цитокинова буря“, водеща до хипервъзпаление и 

мултиорганна недостатъчност 109. В тези случаи ефектите на имунния отговор, а не самата 

инфекция са причина за обширно и необратимо увреждане110. Бързо развиващото се 

възпаление и коагулация, предизвикани от повишените концентрации на провъзпалителни 

цитокини, предизвикват системен ендотелиит и ускорено образуване на тромби111. Такъв 

процес може все още да продължава и в началото на възстановяването. В допълнение, 
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имунните комплекси и зависимите от антитяло макрофаги могат да обострят 

възпалението112. В такива случаи преди вливането на хиперимунна плазма на пациенти с 

COVID-19 е важно да се определят нивата на провъзпалителните цитокини в нея, за да се 

оцени възможната й роля за влошаване на клиничното състояние на реципиента. 

Rajamanickam и сътр. показват, че нивата на цитокините IL-10, IL-19, IL-20, IL-22 и IL-24 

намаляват от 15-30 ден до 61-90 ден от инфекцията и достигат плато след това 113. В нашето 

проучване наблюдаваме значителни статистически разлики само в два цитокина, IL-22 

(p=0,03) и IL-10 (p=0,001). В сравнение с RBD-двойно отрицателните плазми в RBD-двойно 

положителната група, е установено кратно увеличение на IL-22 (~40) и IL-10 (~15). Друго 

проучване също установява, че тежките пациенти с COVID-19 показват повишени плазмени 

нива на IL-10, IL-19, IL-20, IL-22 и IL-24 в сравнение с пациентите с леко протичане. 

Авторите предоставят доказателства за промени в плазмените нива на фамилията цитокини 

IL-10 и при реконвалесцентни индивиди с COVID-19 114. Това може да обясни резултатите 

от нашето проучване за ниски нива на IL-10 и IL-22 в двойно отрицателния CCP, ако 

приемем, че са от донори с лека инфекция. 

Maličev и сътр.115 анализират нивата на 23 цитокини в плазмата на 190 (105 донори на CCP 

и 85 контролни донори) кръводарители и резултатите показват, че няма разлики в нивата на 

цитокини между двете групи. Същите резултати се наблюдават при нашето изследване на 

нивото на цитокини в CCP, въпреки ограничения брой на донори без реконвалесцент в 

нашето проучване за сравнение.  

ССР имат широк спектър от характеристики, които могат да варират значително между 

отделните донори, което води до различна ефективност на лечението или дори до нежелани 

ефекти. Нашите резултати показаха, че лабораторно доказана инфекция не е гаранция за 

траен отговор на неутрализиращи антитела и нивата на RBD-специфични имуноглобулини 

не корелират непременно с плазмената неутрализираща активност. Съставът на изотипа и 

подкласа на специфичните за SARS-CoV-2 антитела може да следва индивидуална 

динамика, както и съдържанието на цитокини. 

Следователно, подробна характеристика на CCP на донорите, включваща най-малко SARS-

CoV-2-специфичен mAbs изотип, специфичност за клинично важни варианти и оценка на 

цитокиновия профил, би обогатило познанията за този основен терапевтичен продукт, 
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който може да бъде особено важен в условия на ограничени ресурси и бързо разрастваща 

се пандемия. 

Cao и сътр.,121 описват ефективната употреба на IVIG при COVID-19 при трима пациенти с 

влошено състояние. Няколко проучвания съобщават за ползата от IVIG при критично болни 

пациенти в различни страни, включително САЩ, Иран, Италия, Китай, Турция и Бутан122-

127. Ние анализирахме наличието на RBD-специфични IgG в 16 партиди IVIG, произведени 

от плазмени пулове, събрани по време на периода на пандемията, и открихме средно 

съотношение 7,4±3,9, което е почти два пъти по-високо в сравнение със средното RBD-

специфично IgG съотношение (4,1±2,4) на реконвалесцентна плазма от отделни донори. 

Интравенозният имуноглобулин (IVIg), получен от група от най-малко хиляди здрави 

донори, съдържа естествени IgG антитела срещу различни антигени при различни прагове 

на откриване поради натрупване на ниски концентрации на антитела от отделни индивиди. 

Въпреки високото съдържание на RBD-специфични IgG в IVIG, RBD-специфични IgG ще 

бъде уместно да се проверят дали отбелязаните анти-SARS-CoV-2 антитела имат 

неутрализираща активност. Във тази връзка в настоящото проучване и направена оценка на 

неутрализиращата активност на IgG антителата в българския IVIG Имуновенин-интакт 5% 

спрямо няколко варианта на SARS-CoV-2: див тип, алфа, бета, гама, делта и омикрон. 

Нашите резултати показват, че всички тествани партиди имат потенциална неутрализираща 

активност за всички тествани варианти от 75,5% до 91,5% (мин-макс). В сравнение с 

пробите от реконвалесцентна плазма на COVID не открихме значителна разлика в 

нереализационната активност (несдвоен t-тест p>0,05). 

IVIG може да бъде добър източник на пасивни и неутрализиращи имунотерапевтични 

антитела за пациенти при необходимост от липса или ниски нива на специфични антитела. 

Изследователски проучвания31-33 показват, че естествените антитела играят важна роля в 

защитата срещу гъбични патогени, включително инфекции с Candida albicans. Candida 

albicans е обичаен обитател на лигавиците при хората. При отслабване на имунната система 

или нарушаване на нормалната микрофлора, тя може да предизвика кандидоза. Дори без 

наличието на активна инфекция, организмът често образува антитела срещу Candida 

albicans, включително от тип IgG. 

В нашето изследване наблюдавахме, че всички IVIG партиди имат високо ниво на 

специфичен анти-Candida albicans IgG със средно ниво 27,4±1,4 в сравнение с контролната 
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група на здрав донорен серум от 12 души от различна възрастова група (2-55 години) със 

(17,2±7,6) средно ниво. За да направим сравнителен анализ на  нивото  специфични анти-

Candida albicans IgG при хора с различна възраст разделихме контролните серуми на две 

групи, една на възраст над 30 години и една на възраст под 30 години. Установихме, че има 

значителна разлика между две групи над-под 30 години (25,9±1,3 - 9,7±4,7) средно ниво. 

По-продължителното излагане на антигените, присъстващи в червата, води до по-

постоянно високо ниво на антитела срещу Candida albicans. Според данни от изследването 

на Wang и сътр.,34 високо ниво на анти-Candida albicans IgG са намерени във всичките 

четири тествани IVIG продукта произведени от различни производители, което 

потвърждава нашите получени резултати.   

В това проучване ние показваме, че високи нива антиген-специфични IgG анти-Candida 

albicans антитела са открити сред всички тествани IVIG произведени от сборна плазма от 

здрави донори.  

Много от щамовете на Staphylococcus aureus произвеждат алфа-хемолизин (Hla)35,36 

протеинов цитолизин, който уврежда клетките чрез образуване на хидрофилни пори през 

плазмената мембрана 37,38. Токсинът е признат като причина за некроза на кожата и 

инфекция с летален изход, както и невротоксично действие както при хора, така и при 

животни чрез цитотоксични ефекти върху няколко типа клетки 39-41. Терапията с IVIG би 

могла да бъде полезна при лечението на този тип инфекция. Широкият спектър от 

специфични IgG може да неутрализира ефектите на Hla и да има благоприятен резултат.  

За изследване на специфични IgG към Hla разработихме и валидирахме качествен ELISA 

метод. 

При анализа за наличие на анти-Hla IgG бе установено, че в 88 (97,7%) от тестваните 90 

партиди български IVIG има високо ниво на специфични анти-Hla IgG антитела (2,21±0,36 

средно) в сравнение с нивото на контролната група (1,7±0,37 средно).  

Според проучването на Bhakdi и сътр.42 хиперимунните глобулинови препарати с висок 

титър на антитела срещу алфа-стафилококовия токсин ефективно предпазват от 

цитотоксичните ефекти на токсина. В нашето проучване открихме високо ниво на анти-Hla 

IgG в българския IVIG. Това поражда интереса за по-нататъшно задълбочено 

характеризиране на функционалността на специфичните антитела, с което да се оцени 

потенциала за клиничната употреба на IVIG при пациенти с остра стафилококова инфекция. 



49 
 

Интравенозните имуноглобулини (IVIGs), получени от събраната плазма на хиляди донори, 

съдържат множество видове IgG молекули, включително и автоантитела. Със 

задълбочаване на разбирането за автоимунните заболявания, през последните години се 

диагностицират все по-голям брой пациенти с ревматични заболявания43. Поради 

разнообразните клинични прояви на този тип заболявания, лекуващите често  откриват  

ANA при пациенти с необяснима треска или мултисистемно засягане. Автоантителата са 

много важни серологични маркери на ревматични заболявания44,45.  

Някои специфични автоантитела, като анти-dsDNA при системен лупус еритематозус 

(SLE), анти-SSA при синдром на Sjögren (SS) и anti-U1nRNP при смесено заболяване на 

съединителната тъкан, са важни критерии за диагнозат и прогназата заболяването46,47. 

Откриването на повишени нива на ANA или специфични автоантитела, обаче, не е 

патогномонично за наличе на клинично проявено автоимунно заболяване. Например, ANA 

могат също да бъдат положителни при вирусни инфекции (вирус на хепатит С, парвовирус), 

туберкулозни инфекции, паразитни инфекции (шистозомиаза) и тумори 48–50. В допълнение, 

приблизително 5% от здравите хора може също да имат нисък титър на ANA51.  

Според предишни проучвания, анти-SSA антитела присъстват в IVIG продукти и при 

здрави кръводарители без клинични симптоми. Това показва, че заместителната терапия с 

IVIG може да затрудни интерпретацията на серологични изследвания за автоантитела като 

ANA и ENA поради пасивния им трансфер. 52–54. В свое наблюдение Renate съобщава за 

развитие на дискоиден еритематозен лупус при пациент с обща променлива имунна 

недостатъчност (CVID), получаващ редовна заместителна терапия с IVIG. Това може да е 

свързано с прехвърлянето на анти-SSA чрез инфузия на IVIG 55. 

В проучването на Li Xu и съавт. 56, трите най-често срещани автоантитела в групата, 

третирана с IVIG, са анти-Ro52 (87,96%), анти-Mi-2 (52,78%) и анти-SSA (38,89%). Същите 

три автоантитела са и най-чести сред 1489 ANA-позитивни участници в изследване с 25 110 

здрави възрастни, като честотата им е съответно 14,24%, 12,69% и 9,67%.57.  

L. J. Yang и сътр.58 докладва за анти-SSA, анти-Ro52, анти-митохондриални M2 и анти-

центромерни антитела, ясно откриваеми в IVIG продукти, който се пренасят върху 

пациенти, но след 4 дни тяхната концентрация в кръвта се губи.  

Нашите резултати също показват наличието на АНА в българския интравенозен 

имуноглобулин.  В две от изследваните IVIG партиди се откриват високи нива на ANA. В 
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едната са повишени  Ro-52 (59) и AMA M2 (33), а в другата - AMA M2 (60). Тези два типа 

АNА се регистрират още и в 4 партиди, но с по слаб интензитет. SS-A е положителен само  

в една партида.  

Molen и сътр.59  също съобщават, че въпреки, че са изготвени от плазмата на клинично 

здрави донори, в IVIG препаратите се откриват високи титри на анти-SSA/Ro60 и анти-

SSA/Ro52. В последствие се оказало, че трима от донорите са с висок титър на анти-SSA 

>1000 U/mL). Те също показват, че отделните донори могат да имат много високи 

концентрации без клинични симптоми. Съставът на анти-SSA при видимо здрави индивиди 

не се различава от този при пациенти със системни автоимунни заболявания (анти-

SSA/Ro62 положителни и/или анти-SSA/Ro52 положителни). 

Въпреки малкия брой на изследвана донорска плазма ние не открихме АНА в нито една от 

изследваните, докато литературни данни показват за наличието на АНА при здрави донори. 

Явно високи титри на АНА могат да присъстват при очевидно здрави кръводарители, което 

обяснява документираното присъствие на тях в Имуновенининтакт 5%. 

При 11–57% 116-118 от хоспитализираните пациенти с COVID-19 са открити антинуклеарни 

автоантитела (ANA). Woodruf и сътр.119 идентифицират ANA при 44% от 31 критично болни 

пациенти с COVID-19 без известна история на автоимунитет. По-конкретно, Gomes и 

сътр.120 показаха, че антителата срещу ДНК корелират силно с по-късното развитие на 

тежко заболяване, показвайки положителна прогностична стойност от 89,5% и 

представлявайки 22% от общите тежки случаи.  В нашито проучване след тестване на 

всички CCP (n=90) не установихме  положителни проби за наличието на ANA. 

В заключение, резултатите от изследванията показват, че CCP притежава висока 

междуиндивидуална вариабилност, обуславяна от разликите в имунния отговор на 

дарителите. Установено беше, че наличието на лабораторно потвърдена инфекция не 

гарантира стабилен и дълготраен неутрализиращ антителен отговор. Освен това, нивата на 

RBD-специфични имуноглобулини не корелират задължително с неутрализиращата 

активност на плазмата. Имунохарактеристиките, включително изотиповият и подкласов 

състав на антителата, както и съдържанието на цитокини, демонстрират индивидуална 

динамика. 
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В този контекст, задълбочената характеристика на CCP — чрез определяне на изотипа на 

SARS-CoV-2-специфичните антитела, тяхната специфичност към клинично значими 

вирусни варианти и профила на свързаните с тях цитокини — се явява съществена за 

оптимизиране на терапевтичната ефективност на продукта, особено при условия на 

ограничени ресурси и при динамично развиващи се пандемични ситуации. 

В допълнение, в настоящото изследване се извърши функционална оценка на българския 

IVIG, базирана на измервания на титри срещу широк спектър от патогени и клетъчно-

базирани in vitro анализи. Данните показаха, че съдържащите се в продукта IgG антитела 

демонстрират пълна функционалност на епитопното свързване, което потвърждава 

неговата способност да осигурява защитни нива на антитела при пациенти. Това подчертава 

високия клиничен потенциал на българския IVIG. 

Продуктът се отличава с изразени антибактериални, антивирусни и антимикотични 

свойства, което го прави ценен терапевтичен инструмент при липса на специфично лечение. 

Хомогенността на антителния състав, произхождащ от донори от един географски регион, 

предполага наличие на богат колективен имунен отговор, съответстващ на локалния 

спектър от патогени. 

Въпреки че натрупаният клиничен опит с IVIG при гъбични, бактериални и вирусни 

инфекции остава ограничен, съществуващите доказателства подкрепят неговата защитна 

роля срещу инфекция и възпаление. Липсата на количествени стандарти и недостатъчната 

последователност в публикуваните данни обаче възпрепятстват разработването на 

универсални терапевтични протоколи. 

Поради това ефикасността на IVIG следва да се оценява чрез прецизен анализ на антителния 

профил и неговия неутрализиращ капацитет спрямо конкретни патогени. Получените 

резултати разкриват перспективи за разширяване на клиничното приложение на IVIG и 

подчертават необходимостта от допълнителни изследвания за характеристика на 

функционалните антитела с цел повишаване на терапевтичната му ефективност при тежки 

инфекции. 
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VI. ИЗВОДИ 

1. Разпределението на субкласовете на IgG в Имуновенин – интакт 5% (IgG1 (12,41 g/l), 

IgG2 (3,39 g/l), IgG3 (1,93 g/l), IgG4 (0,73 g/l), IgA (0,27 g/l), IgM (0,14 g/l) и IgE (0–0,0003 

g/l)) съответства на това в нативната плазма.  

2. Нивата на двата типа анти SARS-CoV-2 (IgG и IgA) специфични имуноглобулини в 

изследваните донорски плазми не се отличават значимо. В 35.6% от изследваните проби 

се наблюдаваше конкордантна продукция и на двата класа SARS-CoV-2 специфични 

имуноглобулини. В 20%от пробите се установи експресия само на един вид 

имуноглобулин, а в 44% липсваха SARS-CoV-2 специфични антитела. 

3. Интравенозният имуноглобулин показва статистически значимо по-висока 

неутрализираща активност в сравнение с реконвалесцентната плазма (ССР).  

4. В ССР и в плазмените пулове за Имуновенин-Интакт 5% не се откриват повишени нива 

на провъзпалителни цитокини, които да стимулират развитие на патологични имунни 

реакции. 

5. В състава на Имуновенин-Интакт 5% са установени специфични антитела срещу α-

хемолизин (Hla) на Staphylococcus aureus, които демонстрират потенциал за 

терапевтично приложение при остри бактериални инфекции, причинени от този 

патоген, както и възможна профилактична роля при имунокомпрометирани пациенти. 

6. Наблюдаваните високи нива на специфични IgG антитела срещу Candida albicans в 

Имуновенин-Интакт 5% подкрепят възможността този продукт да бъде използван като 

терапевтично биологично средство при пациенти с тежка кандидоза  

7. Наличието на специфичен анти S1-IgG и в интравенозния имуноглобулин позволява 

неговото надеждно и ефективно използване за пасивна имунизация при вирусни 

инфекции. 

8. Ефективното използване на CCP за пасивна имунизация, налага предварителното им 

изследване за наличие и титър на SARS-CoV-2 специфични антитела. 

9. В отделните партиди на Имуновеинин-интакт 5% може да се открият ниски до умерени 

нива на ANA, анти-SSA, анти-Ro52 и други автоантитела, без това да е индикатор за 

замърсяване или проблем с качеството. Това присъствие обикновено няма клинично 

значение, но може да повлияе серологичните изследвания, извършвани след прилагане 

на IVIG.  
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10. Наличието на специфични IgG антитела срещу широко разпространени патогени в 

практически всички изследвани партиди интравенозен имуноглобулин е възможност за 

ефективно им приложение за пасивна имунизация и имунотерапия след въвеждане на 

алгоритъм за оценка на съдържанието на специфични антитела и необходимите 

клинични проучвания 
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VII. ПРИНОСИ 

 

ОРИГИНАЛНИ ПРИНОСИ С ТЕОРЕТИЧЕН ХАРАКТЕР 

 

1. Проведено е първо ретроспективно проучване, целящо да анализира пригодността и 

ефективността на ССР преди нейното прилагане в началните етапи на развиваща се 

пандемия. 

2. Доказано е, че титъра на антителата в ССР не са от значение при прилагането им като 

заместваща терапия при пациенти с тежка форма на инфекция. 

3. Чрез съвременни методи е направен количествен и функционален анализ на 

субкласовете на антителата, съдържащи се в българския венозен имуноглобулин (IVIG). 

Анализът интегрира както количествени, така и качествени параметри, като акцентът е 

поставен върху афинитета на антителата към специфични антигени, патогени и 

автоантигени. Чрез този подход се постига по-задълбочено разбиране на 

имуномодулиращите механизми на IVIG, особено в контекста на различни клинични 

състояния, включително инфекциозни заболявания. 

4. Проучени са различни аспекти на възможната терапевтична употреба на венозния 

имуноглобулин (IVIG) и са формулирани препоръки за бъдещи изследвания и клинични 

изпитвания, насочени към по-прецизно определяне на терапевтичните показания и 

оптимизиране на лечението с IVIG. 

5. Направен е анализ на съдържанието на някои основни видове антинуклеарни 

автоантитела в изследваните партиди венозен имуноглобулин (IVIG) и са обсъдени 

мерки за минимизиране на риска от диагностични грешки при пациенти на дългосрочна 

IVIG терапия. 
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ПРИНОСИ С НАУЧНО-ПРИЛОЖЕН ХАРАКТЕР 

 

1. Осъшествено е пълно охарактеризиране на Имуновенин-интакт 5% по отношение на 

класовете и субкласовете имуноглобулини, както и анализ на широк спектар от 

специфични IgG срещу различни патогенни причиняващи сериозни инфекции, което би 

увеличило приложението на този препарат. 

 

2. Сравнена е приложимостта на различни подходи за оценка на ССР като терапевтичен 

подход в началото на възникнала пандемия и специфичния имунен състав и е доказано, 

че: 

 

a. RBD-IgG RBD-IgA базираните тестове зависят от времето след експозиция и са 

информативни в условия на активна циркулация на вируса; 

b. необходимо е по-детайлно характеризиране чрез идентифициране на 

неутрализиращи антитела и съпътстващи имунологични молекули въз основа на 

експресионния им профил. 

 

3. Въведен и валидиран е качествен ELISA метод за детекция на специфични IgG срещу 

хемолизинов токсин (Hla) на Staphylococcus aureus. 
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SUMMARY 

 

Introduction: Human plasma is a clinically significant biological material, serving as a source of 

essential therapeutic proteins. Plasma Protein Therapies (PPT) are used in the treatment of 

congenital immunodeficiencies and life-threatening conditions. Since the first successful use of 

intramuscular immunoglobulin G (IgG) by Dr. Ogden Bruton in the 1950s, immunoglobulin 

therapy has become a cornerstone in managing primary and secondary immune deficiencies. 

The development of intravenous immunoglobulin (IVIG) in the 1970s expanded therapeutic 

applications, offering both replacement and immunomodulatory functions. IVIG is derived from 

pooled donor plasma and contains a broad spectrum of antibodies, enabling its use in various 

autoimmune and inflammatory disorders. Despite its clinical utility, the variability in donor 

composition and product content presents challenges for standardization and efficacy assessment. 

With rising global demand—especially during events such as the COVID-19 pandemic—there is 

a growing need for optimized manufacturing processes and robust characterization of IVIG 

products, including detailed profiling of immunoglobulin subclasses, specific antibody content, 

and potential contaminants. 

 

Aim: The aim of this dissertation is to investigate the principal immune components of human 

blood plasma used in the production of the final IVIG product, Imunovenin Intact 5%, and to 

characterize the pathogen-specific antibodies contained therein, with a view toward potential 

immunoprophylactic and immunotherapeutic applications. 

 

Material and methods: A combination of standardized immunoassays, multiplex bead-based 

platforms and home-made immunoassays were employed. SARS-CoV-2 RBD-specific IgG and 

IgA antibodies were quantified in plasma samples using semi-quantitative ELISA (Euroimmun, 

Germany). Cytokine profiling, including 25 pro- and anti-inflammatory markers, neutralizing 

antibody activity against the SARS-CoV-2 wild-type strain and five major variants of concern 

(Alpha, Beta, Gamma, Delta, Omicron) and immunoglobulin isotyping (IgG1–4, IgA, IgM, IgE), 

were performed using Luminex-based ProcartaPlex™ panels (Thermo Fisher Scientific), with data 

acquisition and analysis via ProcartaPlex Analyst 1.0 software. Pathogen-specific IgG antibodies 

against Candida albicans and Staphylococcus aureus (α-hemolysin) were detected using ELISA, 



72 
 

the latter via an in-house developed assay. Autoantibody screening was conducted using 

standardized ANA ELISA kits and confirmed by immunoblot analysis. Multiplex immunoassays 

were carried out on the Luminex® 200 system, and ELISA absorbance readings were obtained 

using a BioTek Epoch Microplate Spectrophotometer. 

Results and conclusions: This study provides comprehensive insights into the immunological 

characteristics and therapeutic potential of convalescent plasma (CCP) and the Bulgarian 

intravenous immunoglobulin (IVIG) product "Imunovenin-Intact 5%." The findings confirm that 

CCP demonstrates considerable inter-individual variability, influenced by differences in donor 

immune responses. Notably, laboratory-confirmed SARS-CoV-2 infection does not consistently 

result in stable or high neutralizing antibody titers. Moreover, the presence of RBD-specific IgG 

and IgA antibodies does not necessarily correlate with neutralizing activity, indicating that 

qualitative assessments of antibody presence are insufficient for predicting functional efficacy. 

The immunoprofile of CCP, including isotype and subclass composition and cytokine content, 

shows donor-specific variability, emphasizing the need for standardized screening and selection 

protocols prior to clinical use. In this context, a detailed immunological characterization of CCP—

especially the specificity of antibodies against clinically relevant viral variants and the associated 

cytokine milieu—is essential to optimize its therapeutic value, particularly in resource-limited 

settings or during rapidly evolving pandemic conditions. 

In contrast, "Imunovenin-Intact 5%" IVIG displays a consistent and native-like distribution of IgG 

subclasses (IgG1, IgG2, IgG3, and IgG4), along with measurable levels of IgA, IgM, and minimal 

IgE. Functional evaluations revealed significantly higher neutralizing activity in IVIG compared 

to CCP, confirming its capacity to provide effective passive immunity. The product also 

demonstrated potent antibody-mediated activity against a broad spectrum of pathogens, including 

Staphylococcus aureus and Candida albicans, supporting its potential use in both therapeutic and 

prophylactic settings, particularly for immunocompromised patients. 

Importantly, the IVIG batches analyzed contained pathogen-specific IgG antibodies, confirming 

their suitability for passive immunization. While some autoantibodies (e.g., ANA, anti-SSA, anti-

Ro52) were detected at low to moderate levels, their presence did not suggest product 

contamination and is not expected to have clinical relevance, although they may interfere with 

post-infusion serological testing. 

Overall, the study underscores the importance of rigorous immunological profiling and quality 
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control for both CCP and IVIG products. The data support the expanded clinical application of 

IVIG in infectious and immune-mediated diseases and highlight the need for further research into 

antibody functionality, specificity, and standardization protocols to enhance therapeutic efficacy 

and safety. 

 

 


