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РЕЗЮМЕ

Правилната диагноза и проследяване-
то на всички заболявания изискват лабо-
раторна диагностика, основана на принци-
пи и стандарти за добра практика. Изслед-
ването на нуклеинова киселина близо до па-
циента изигра важна роля при избухването 
на инфекциозното заболяване от COVID-19. 
Бързите тестове имат за цел да реализи-
ра бързо, просто и автоматично откриване 
на нуклеинова киселина. Вместо нормални-
те методи за откриването й, използвани в 
лабораторната диагностика, сега навлизат 
миниатюрни PCR устройства. Тази статия 
се фокусира върху микрофлуидиката в комби-
нация с технологията за микроелектромеха-
нични системи (MEMС), позволяващо миниа-
тюризирането на PCR процесите в устрой-
ство с чип, с потенциални предимства на ул-
тра бърза скорост, ниска цена и ниска консу-
мация на проба, преносимост, висока произ-
водителност и възможност за интеграция и 
автоматизация.

Ключови думи: бърза диагностика, инфекциозни 
заболявания, миниатюрни PCR устройства

ABSTRACT

Proper diagnosis and follow-up of all diseases re-
quire laboratory diagnosis based on principles and 
standards of good practice. Nucleic acid testing near 
the patient played an important role in the outbreak 
of the infectious disease COVID-19 . Rapid tests aim 
to achieve fast, simple, and automatic detection of nu-
cleic acids. Instead of the normal detection methods 
used in laboratory diagnostics, miniature PCR devic-
es are now available. This article focuses on microflu-
idics in combination with microelectromechanical sys-
tems (MEMS) technology, which allows miniaturiza-
tion of PCR processes in a chip device with the poten-
tial advantages of ultra-fast speed, low cost, low sam-
ple consumption, portability, high performance, and 
the ability to integrate and automate.

Keywords: rapid diagnosis, infectious diseases, 
miniature PCR devices
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чувствителна (10,32,36). Типичните PCR процеси 
ползват малък обем не повече от 100 μL и реак-
цията се извършва при температури, циклични 
между 60°C, 72°C и 95°C. Въпреки това обичай-
ните PCR апарати обикновено са сложни, обе-
мисти и скъпи и се използват само в диагностич-
ни лаборатории, като по този начин изключват 
употребата им в домашни условия близо до па-
циента. Появата на микрофлуидиката в комби-
нация с технологията за микроелектромеханич-
ни системи (MEMС) позволи миниатюризира-
нето на PCR процесите в устройство с чип, с по-
тенциални предимства на ултра бърза скорост, 
ниска цена и ниска консумация на проба, прено-
симост, висока производителност и възможност 
за интеграция и автоматизация (30,49), което ще 
даде възможност на PCR-базираната диагности-
ка да се използва за изследвания в бедни на ре-
сурси региони. Въпреки това конвенционални-
те PCR процеси интегрират прецизни модули за 
управление на нагряване и охлаждане за извърш-
ване на термичен цикъл, увеличават предизвика-
телствата и разходите за миниатюризация, което 
изисква по-сложен и внимателен дизайн за опти-
мизиране на топлинните свойства (48,50). Поява-
та на qPCR реализира амплификация на нукле-
инова киселина и количествено откриване в ре-
ално време в една стъпка без етапи на електро-
фореза или хибридизация, което е пионерът на 
PCR-базираната интегрирана NAT въпреки ней-
ния сложен и прецизен контрол на нагряване и 
охлаждане (6,25,35). За реализиране на бърз или 
свръхбърз NAT опростяването и съкращаване-
то на конвенционалните PCR процеси са двете 
ключови предизвикателства, на които трябва да 
се обърне внимание. Поради факта, че скорости-
те на нагряване/охлаждане на конвенционални-
те PCR системи са само няколко градуса по цел-
зий в секунда и е необходимо дълго време от 1-2 
часа за завършване на целия PCR процес. Това 
показва необходимостта от подобрение, за да се 
постигне бързо диагностициране. Новите разра-
ботки, включващи увеличаване на скоростта на 
топлопреминаване, чрез използване на по-ефек-
тивни нагреватели и намаление обема на проба-
та, са най-често използваните подходи (25,37,47), 
сред които малък обем проба е най-добрият ва-
риант поради своята рентабилност и лесна про-
мяна в скоростта на нагряване или охлаждане 
при прилагането на микрофлуидиката. 

Откриване на паразити
В типичен пример базирано на чип Truelab 

Uno® microPCR устройство е разработено от 
bigtec Labs за диференциална идентификация на 

УВОД

POC NATs (point-of-care nucleic acid tests) тес-
тът се основава на техника за амплификация на 
нуклеинова киселина (NAT) и има за цел да ре-
ализира бързо, просто и автоматично открива-
нето й. Благодарение на развитието на производ-
ствените технологии, електронните информа-
ционни технологии, технологиите за изкуствен 
интелект и биологичните информационни тех-
нологии през последните години развитието на 
устройството POC NATs доведе до значителен на-
предък. Вместо нормалните методи за открива-
не на нуклеинови киселини, използвани в лабо-
раторната диагностика, бяха приложени някои 
нови експериментални носители. Прилагането 
на тези експериментални носители е реализира-
ло автоматизацията и интегрирането на откри-
ването на нуклеинова киселина. Целият процес 
на откриване на нуклеинова киселина обикнове-
но се разделя на три стъпки (екстракция на нук-
леинова киселина, усилване на целта и открива-
не на сигнала). Всички реагенти, необходими за 
процеса, могат да бъдат предварително съхране-
ни върху тези експериментални носители без не-
нужна ръчна работа. Освен това всички процеси 
се извършват в този експериментален носител с 
помощта на специфично устройство за управле-
ние. Въпреки че са сложни за производство и са 
прецизни като дизайн, тяхното приложение оси-
гурява значителна стъпка напред в откриване-
то на нуклеинова киселина и реализира интегри-
рането на откриването на нуклеинова киселина. 
Тази технология има голям потенциал в областта 
на молекулярната диагностика в бъдеще. 

Целта на статията е да представи тенденци-
ята при диагностика на инфекциозни заболява-
ния чрез миниатюрни PCR устройства.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ

Използван е документален метод, като е осъ-
ществен справка с 52 научни публикации от ме-
дицински издания от Европа и други срани по 
изследваната тематика.

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

Миниатюрни PCR устройства
Полимеразната верижна реакция (PCR) е 

един от най-популярните методи за откриване и 
златен стандарт в молекулярната диагностика на 
инфекциозни заболявания, която позволява екс-
поненциално усилване на едно или няколко ко-
пия на определена последователност от ДНК или 
РНК, което я прави много мощна, специфична и 
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паразити Plasmodium falciparum и Plasmodium 
vivax. Устройството е разработено въз основа 
на qPCR метод, който е в състояние да открие 
Plasmodium falciparum и Plasmodium vivax с по-
добна чувствителност и специфичност към вло-
жения PCR протокол на СЗО (24). В друго проуч-
ване Zaky et al разработват нова PCR методоло-
гия за молекулярно откриване на Brugia malayi, 
която интегрира методология за бързото из-
вличане на ДНК, базирана на NaOH, преносима 
PCR платформа за откриване на ДНК на базата 
на тест ленти (14). Тази диагностична платформа 
за PCR елиминира зависимостта от скъпи и обе-
мисти инструменти, без да компрометира чувст-
вителността или специфичността на откриване-
то, осигурявайки алтернатива на скъпострува-
щите колонозависими ДНК екстракции, които 
обикновено са съчетани с методологии за откри-
ване, изискващи усъвършенствана лабораторна 
инфраструктура, и по този начин притежаващи 
голям потенциал за POC откриване на различни 
патогенни паразити.

Откриване на бактерии 
През последните години мултиплексното от-

криване на патогени с нуклеинови киселини при-
влече специално внимание поради предимствата 
на бързото идентифициране на патогени с висо-
ката клинична чувствителност (2,23). Manage et 
al. разработиха мултиплексно касетно PCR ус-
тройство за откриване на ентерохеморагична E. 
coli (20). Касетата PCR съдържа капиляри с ми-
кро обеми, заредени с багрило, акриламидни ге-
лове за предварително съхраняване на всички 
реагенти, необходими за PCR. Устройството е в 
състояние да открие едновременно до 8 проби в 
рамките на 75 минути (28). Освен това Salman et 
al. разработиха шунтиращо PCR микрофлуид-
но устройство за откриване на нуклеинова ки-
селина на E. coli (34). Устройството включва по-
ликарбонатен микрофлуиден PCR чип, маневри-
ращ термичен цикъл и високочувствителен бло-
киращ флуоресцентен детектор, който позволя-
ва бързо амплифициране на нуклеинова кисели-
на със скорости на нагряване и охлаждане съот-
ветно от 1,8°C/s и 2°C/s. Разработеното шунти-
ращо PCR микрофлуидно устройство позволя-
ва извършване на евтина PCR амплификация с 
температури диапазони от 54°С до 68°C и грани-
цата на откриване е 700 ng mL-1, което показва 
голям потенциал за количествено определяне на 
PCR продукти в реално време, без да се извърш-
ва с гел или капилярна електрофореза (30,34). 
Към днешна дата диагнозата на туберкулозата 
все още е предизвикателство в клиничната ме-

дицина чрез използване на наличните конвен-
ционални методи и е по-трудно да се открие бе-
лодробната туберкулоза поради ниското съдър-
жание на бацили в клиничните проби. За цели-
те за справянето с това предизвикателство е въ-
веждането на базирано чип устройство TrueNAT, 
използващо RT-PCR за диагностика на туберку-
лоза (TB) (21). Извършена е систематична оценка 
на устройството и всички резултати показват, че 
чувствителността и специфичността на устрой-
ството TrueNAT е съответно 96,7% за диагности-
циране на TB. Освен това устройството успява да 
постигне бързо откриване на TB, както и резис-
тентност към рифампицин в рамките на 2 часа, 
което е преносимо и съвместимо за POC откри-
ване на Mycobacterium tuberculosis (19,21). Резул-
татите показват, че амплификацията на целева-
та ДНК може да бъде завършена за 2′31″ с ми-
нималния брой бактерии, които трябва да бъдат 
амплифицирани до 1,25 × 105 CFU mL− 1, което 
показва големия му потенциал за POC NAT на 
патогени (17,19).

Откриване на вируси
Zhou et al. разработиха микрофлуидна чип 

система за чувствително откриване на SARS ко-
ронавирус. Тази система е съставена от лазер-
но индуциран флуоресцентен микрофлуиден 
чип анализатор, стъклен микрочип както за 
PCR, така и за капилярна електрофореза, тер-
мичен цикъл на чип, базиран на двойни тер-
моелектрични елементи, RT-PCR диагностичен 
комплект за SARS и комплект за оразмеряване 
на ДНК електрофоретика. Тази система може да 
позволи ефективно амплифициране на с ДНК 
на SARS-CoV и последвана електрофореза вър-
ху същия стъклен микрочип. Впоследствие ре-
зултатите от електрофорезата върху микрочипа 
са събрани и анализирани чрез лазерно индуци-
ран флуоресцентен микрофлуиден чип анализа-
тор. Резултатите от теста на тази система показ-
ват, че 17 положителни проби са получени от 18 
проби назофарингеални тампони от клинично 
диагностицирани пациенти, в сравнение само 
с 12 положителни резултата от същите 18 про-
би от конвенционалната RT-PCR с откриване на 
електрофореза в агарозен гел, което показва ви-
сока положителна честота, прецизност и бързи-
на на системата с микрофлуидни чипове за диаг-
ностика на SARS (45;52). Освен това поради зна-
чителните предимства на qPCR и неговия зла-
тен стандарт за молекулярно откриване мини-
атюризирането на qPCR устройства ще допри-
несе много за откриването на POC на инфекци-
озни заболявания. Ahrberg et al. разработи ръч-
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но qPCR устройство с приблизителен размер от 
100 mm × 60 mm × 33 mm за откриване на мяс-
то на вируса H7N9 (1). Устройството е в състоя-
ние едновременно да извършва четири реакции 
във форма на виртуална реакционна камера вър-
ху стъклено покривно стъкло с обем на пробата 
≈ 200 nL. Устройството qPCR е в състояние да от-
крие едно копие на ДНК на вируса H7N9, което 
предполага потенциалът му за бърза диагности-
ка на инфекциозни заболявания (2). Също така е 
разработено POC устройство, базирано на qPCR, 
съчетано с екстракция на нуклеинова киселина 
с магнитни наночастици за автоматизирано от-
криване на аденовирус (7). Устройството се със-
тои от 3D отпечатана затворена касета и автома-
тизиран инструмент, комуникиран с компютър 
чрез Bluetooth, който тежи 6,5 кг. Екстракцията 
на нуклеинова киселина на базата на магнитно 
разделяне и откриването на qPCR са поставени 
в патрон, за да се избегне замърсяване. След сис-
тематична оценка устройството показа подобна 
производителност на комерсиализираното qPCR 
устройство и ръчния метод, което показва, че е 
обещаващо за откриване на патогенни на място 
до пациента (9,46).

Устройства за изотермична амплифика-
ция на нуклеинова киселина INAA

За да се заобиколи сложното управление на 
нагряване и охлаждане в конвенционалните PCR 
устройства и да се увеличи скоростта на откри-
ване са разработени серия от изотермични ме-
тоди за амплификация на нуклеинова кисели-
на за POC диагностични приложения като ам-
плификация с въртящ се кръг (RCA) (8;43;44), 
LAMP INAA (11,26,27,33), RPA (17,39), усилване 
на изместване на веригата (SDA) (9;51), хеликаз-
но зависимо усилване (HDA) (5), NASBA (39,40), 
усилване с множество кръстосани измествания 
(29,41,42) и др. Тези изотермични методи за ам-
плификация на нуклеинова киселина бяха про-
ведени при фиксирана температура без слож-
но термично циклично оборудване, което ги 
прави по-приложими за диагностика на POC 
(3,16,31,50). За да се постигне POC диагностика, 
тези LAMP INAA устройства трябва да интегри-
рат подготовката на пробата, амплификация-
та на нуклеинова киселина, откриването и дори 
анализа на резултатите в едно до реализирано 
откриване от проба до резултат, които са прено-
сими и могат да бъдат използвани лесно от все-
ки неквалифициран персонал. До момента има 
редица доклади за INAA устройства, предназна-
чени за откриване на POC нуклеинова кисели-
на при инфекциозни заболявания, а някои INAA 

устройства вече са станали търговски достъпни 
(4,12,13,14,15,22). 

Откриване на паразити
В момента откриването на нуклеинова кисе-

лина на паразитите е един от най-прецизните и 
точни методи за диагностика. Въпреки това, за да 
се постигне откриване на POC, различни INAA 
методи са съчетани с микрофлуидни техники за 
разработване на INAA устройства поради тех-
ните изключителни преимущества. Като новост 
Wan et al. разработи базирано на LAMP ръчно, 
автоматизирано и без система за откриване тер-
мично DMF устройство, наречено LampPort, за 
ДНК откриване на Trypanosoma brucei (38). Соф-
туерът за управление e инсталиран на външна 
контролна система, за да комуникира с устрой-
ството чрез Bluetooth. Пробите се зареждат в 
сандвич-структурирани DMF чипове за реакция 
на LAMP върху чип, последвано от добавяне на 
силно концентрирана SYBR Green I за визуално 
откриване. По-специално устройството успя да 
предотврати аерозолно замърсяване поради от-
съствието на въздух вътре в реакционната каме-
ра в DMF чипа. Това евтино и компактно устрой-
ство може да постигне чувствително откриване 
на ДНК на Trypanosoma brucei без обемна оптич-
на система и е постигната подобна граница на от-
криване от 4 × 103 копия mL-1 (35,38).

Откриване на бактерии
При бактериите екстракцията и амплифика-

цията на нуклеинова киселина са много важни, 
но не са интегрирани безпроблемно в устрой-
ствата INAA. Могат да се интегрират безпро-
блемно двете процедури и да се постигне автома-
тизирано, преносимо, високочувствително, бър-
зо и лесно POC. През последните години поява-
та на микрофлуидни патрони представи ефек-
тивно решение. Liu et al. разработиха базиран на 
LAMP самонагряващ се патрон за визуално флу-
оресцентно откриване на ДНК на E. coli (18). Ус-
тройството e напълно автономно без външни 
инструменти, което интегрира водно активира-
но екзотермично нагряване с регулиране на тем-
пературата, улеснено с материал за фазова про-
мяна (PCM) и LAMP. Температура се поддържа 
от PCM материала в диапазона от 20°C до 40°C, 
доставяйки мощността за LAMP. И накрая ви-
зуалното флуоресцентно откриване е постигна-
то чрез използване на UV светлина за многокра-
тна употреба.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

POC NATs устройствата позволяват интегри-
рането на многоетапен NAT в специфични носи-
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тели. Резултатите се получават за много кратък 
период от време, като по този начин се опростя-
ва традиционният NAT. Устройствата POC NAT 
се отдалечават от диагностичните лаборатории, 
те са лесно приложими в полеви условия или в 
близост до пациента. Това е революционна про-
мяна за NAT и има широки перспективи за при-
ложение. Съществуващата търговска диагности-
ка се фокусира върху еднопосочен анализ, тъй 
като този тип системи е лесен за употреба, ле-
сен за анализ и подходящ за масово производ-
ство. Въпреки това мултиплексните устройства 
могат да подобрят точността, чувствителността 
и мащабируемостта на изследователските и диаг-
ностичните устройства, приложими в полеви ус-
ловия. Разработването на POC NAT устройства 
за първична медицинска помощ значително ще 
повиши потенциала на диагностичния процес. 
По-нататъшни подобрения в NAT и POCT тех-
нологията ще доведат до значително разширява-
не на потенциалните им приложения. 
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