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Дисертацията съдържа 189  страници, 9  таблици, 46  фигури и библиографска справка
от 251 заглавия (12 на кирилица и 239 на латиница).

Експерименталната работа и анализирането на резултатите са извършени в
Националната Потвърдителна Лаборатория по НІV, отдел Вирусология,  Национален
Център по Заразни и Паразитни Болести (НЦЗПБ).

Дисертационният труд е обсъден и насочен за публична защита след  вътрешна защита
в отдел Вирусология на Националния Център по Заразни и Паразитни Болести,
протокол №4/29.03.2011 г.

Публичната защита на дисертационния труд ще се състои на .............. 2011 г. от
.............  ч.  в аулата на Националния Център по Заразни и Паразитни Болести,   бул.  Я.
Сакъзов №26,  София на открито заседание на жури, назначено от Директора на
НЦЗПБ.

Материалите по защитата се намират на разположение на желаещите в библиотеката на
Националния Център по Заразни и Паразитни Болести, София.

Дисертантът работи в НЦЗПБ, отдел Вирусология, Националната Потвърдителна
Лаборатория по НІV.

Изследванията са финансирани в рамките на:

1. Национална програма за превенция и контрол на ХИВ и сексуално предавани
инфекции в република България 2008 – 2015 г.

2. Програма „Превенция и контрол на ХИВ/СПИН”, финансирана от Глобален фонд
за борба срещу СПИН, туберкулоза и малария.
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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ И СПЕЦИАЛНА ТЕРМИНОЛОГИЯ

A, C, G и T – нуклеотиди
AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) – синдром на придобитата имунна
недостатъчност (СПИН)
Alignment – подравняване на секвенции
bDNA (branched DNA) - разклонена ДНК
BLAST (Basic  Local  Alignment  Search  Tool)  –  алгоритъм за сравняване на нуклеотидни или
аминокиселинни секвенции
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) - център за контрол на заболяванията в САЩ
COMET (COntext-based Modeling for Expeditious Typing) – Интернет базиран инструмент за
субтипиране
CRFs  (Circulating Recombinant Forms) - циркулиращи рекомбинантни форми
FDA (U S Food and Drug Administration) – агенция за контрол на храните и лекарствата на САЩ
HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) - високо активна антиретровирусна терапия
HIV (Human Immunodeficiency Virus) – човешки имунодефицитен вирус
HXB2 - наименование на референтен ”див тип” НІV-1 вирус, субтип В
IN (integrase) - интеграза
jpHMM (jumping profile Hidden Markov Model) - Скрит Markov Model с прескачане
LAV - lymphadenopathy-associated virus
ML - Maximum Likelihood
MP - Maximum parsimony
NAT - (Nucleic Acid Test) – Тест за нуклеинови киселини.
NJ - Neighbour Joining
NNRTI (Non Nucleoside Analog Reverse Transcriptase Inhibitors) - инхибитори на обратната
транскрипция
NRTI (Nucleoside Analog Reverse Transcriptase Inhibitors) - инхибитори на обратната
транскрипция
OTUs (Оoperational Taxonomic Units) - операционни таксономични единици
PCR (Polymerase chain reaction) – полимеразна верижна реакция
PI (Protease Inhibitors) - протеазни инхибитори
PIC (Preintegration Complex) - преинтеграционен комплекс
PR (Рrotease) - протеаза
RT (Reverse Transcriptase) – обратна транскриптаза
REGA2 - Интернет базиран инструмент за субтипиране
SIV (Simian Immunodeficiency Virus) - имунодефицитен вирус при висши примати
VL (viral load) - вирусен товар
АРТ - антиретровирусната терапия
АТL - Adult T-cell leukemia/lymphoma
ДНК – дезоксирибонуклеинова киселина
кДНК – комплементарна ДНК - complementary DNA – (cDNA)
МСМ - мъже, който правят секс с мъже
РНК – рибонуклеинова киселина
Секвенция – нуклеотидна последователност
tMRCA –  (Time  of  the  most  recent  common  ancestor)  -  времето до най-близкия общ
предшественик

http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
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1. ВЪВЕДЕНИЕ

Синдромът на придобитата имунна недостатъчност (СПИН) е установен за
първи в САЩ. Описани са случаи на пневмония причинена от Pneumocystis carinii и
сарком на Капоши. Първото съобщение в медицинската литература за този
имунодефицитен синдром е публикувано през 1981 г. През септември 1982 г. CDC
публикува дефиниция, която се използва и понастоящем - Acquired Immune Deficiency
Syndrome (AIDS).

За първи път, вирусът - причинител на инфекцията е изолиран във Франция през
1983 г. от Françoise Barré-Sinoussi в лаборатория ръководена от Luc Montaignier и е
наречен lymphadenopathy-associated virus (LAV). През 1984 г. е публикувано
съобщението от Robert Gallo и колеги, които определили своя вирусен изолат като
Human T-cell  Leukemia  Virus-  III  (HTLV-III).  През 1986 г.  международния комитет по
таксономия на вирусите избира определението Human Immunodeficiency Virus (HIV) –
човешки имунодефицитен вирус, а след като в края на 1986 г. групата на Montaignier
открива родствения вирус НІV-2 в Западна Африка, първият вирус е наречен НІV-1.

Днес НІV е достигнал всяко кътче на планетата и вероятно е засегнал над 70
милиона души, като една значителна част от тях са починали. Според UNAIDS през
2007 г.  33 милиона души са носители на НІV, 2.7 млн.  са се инфектирали,  а 2 млн.  са
починали от СПИН. Два млн. деца живеят с НІV, а 250 000 са починали. Страните от
Южна Африка са най-засегнати и водят печалната статистика с 35% от новите НІV
инфекции и 38% от смъртните случаи от СПИН. В Азия, през 2007 г. 5 млн. души
живеят с НІV, 380 000 са новоинфектирани и също толкова са починали. В Източна
Европа и Централна Азия броят на хората, живеещи с НІV се увеличава и през 2007 е
достигнал 1.5 млн. През 2007 г. в Латинска Америка 140 хиляди души са придобили
инфекцията и с тях хората, които живеят с НІV стават 1,7 млн. а 63 хиляди са починали.
В САЩ има около 1,2  млн.  инфектирани,  а в Западна и Централна Европа около 800
хиляди, новоинфектираните в този район са около 81 хиляди, а 31 хиляди са починали
от СПИН. В България, към 31 декември 2009 г. са регистрирани 1100 серопозитивни
лица, от тях 327 са на лечение с антиретровирусни медикаменти.

Глобалната НІV епидемия е причинена от междувидов преход на ретровирус от
маймуни към човек, осъществен в Африка. Три независими зоонозни прехода са довели
до създаването на четири групи вируси в рамките на НІV-1 - М,  N,О и Р.  Група М на
НІV-1 е с най-голямо значение за епидемията и е съставена от разнообразни генетични
форми - 9 субтипа и 49 циркулиращи рекомбинантни форми (CRFs). Генетичната
вариабилност на HIV оказва влияние върху различни аспекти на инфекцията, сред
които са: диагностиката,  терапията, трансмисията на вируса, прогресията на
заболяването и разработването на ваксина. Субтиповете и CRFs не са разпределени
равномерно по света, най-голямото разнообразие се установява в Африка, а в
останалите континенти и страни се срещат различни доминиращи генетични форми.
Установените субтипове и CRFs в дадена локална епидемия не са статични, а са в
динамично движение, подхранвано от непрекъснатия пренос на вирусен генетичен
материал. Генотипният анализ позволява да се разкрие молекулярното разнообразие на
НІV-1, да се проследи движението на различните вирусни варианти и да се установят
характеристиките на епидемията в локален мащаб и глобално.

В настоящата дисертация, чрез методите на секвенирането и филогенетичния
анализ се проучва историята на HIV-1 епидемията в България, молекулярното
разнообразие и динамиката на движение на циркулиращите генетични варианти във
времето, както и  епидемичното  разпространение на тези варианти в различни уязвими
групи от населението.
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2. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ

Целта на настоящия дисертационен труд е да се проучи генетичната
характеристика на епидемията от НІV-1 в България чрез секвениране и филогенетичен
анализ на вирусния геном.

За изпълнението на тази цел ние си поставихме следните задачи:

1. Секвениране на фрагмент от pol гена на HIV-1, амплифициран от кръвни проби
от лица с НІV-1инфекция, придобита по различен начин на предаване на вируса
(трансмисия) и от различни райони на България.

2. Субтипиране на българските секвенции с Интернет базирани инструменти и
мануален филогенетичен анализ, чрез построяване на филогенетично дърво от
българските и референтни секвенции със специализиран софтуер.

3. Да се установят разпространените генетични форми на НІV-1 в България.

4. Чрез модела на молекулярния часовник, да се анализира въвеждането на
генетичните варианти на НІV-1 във времето от 25 годишната история на
епидемията в България.

5. Чрез филогеографски модел, да се установи миграцията на НІV-1 между
България и други географски райони на света.

6. Да се идентифицира динамиката на циркулация на генетичните форми на HIV-1
през годините на епидемията по уязвими групи, по възрастови групи и според
пътя на предаване на инфекцията сред лицата, живеещи с HIV-1 в България.
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3. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

3.1 ИЗСЛЕДВАНИ КРЪВНИ ПРОБИ

В настоящото проучване са изследвани кръвни проби от 207 (18,82%) от общо
1100 лица с HIV-1 инфекция, регистрирани между януари 1986 г. и декември 2009 г. с
вирусен товар над 1000 копия / мл. От тях, 144 (69,57%) са мъже и 63 (30,43%) жени,
повечето от инфекциите 144 (69,57 %) са придобити по хетеросексуален път, 19 (9,18%)
от инфектираните са лица приемали венозни наркотици, 34 (16,43%) са мъже, които
правят секс с мъже, 4 (1,93 %) са новородени бебета, инфектирани по вертикален път от
майките си и 6 (2,90 %) лица са инфектирани чрез трансфузия на кръвни продукти.
Най-младият пациент е новородено бебе, а най-възрастният е на 62 години, средната
възраст е 31,6 г. По данни на пациентите, 180 (86,96%) от тях са инфектирани в
България, а 27 (13,04%) са придобили инфекцията в друга държава (таблица 3 А и В).

Кръвните проби на изследваните лица са взети чрез венепункция във
вакутейнери с антикоагулант ЕДТА в Националната потвърдителна лаборатория по
НІV (НПЛ по НІV), НЦЗПБ,  Инфекциозна болница проф. „И. Киров” София, Катедра
по инфекциозни болести УМБАЛ „Св. Георги” гр. Пловдив и Медицински Университет
- гр. Варна.

За отделяне на плазма от цялостната кръв вакутейнерите бяха центрофугирани
на 3000 об/мин за 10 минути на 180 С. Плазмата беше отделена в ламинарен бокс II клас
и съхранена на -800 С до провеждане на съответните изследвания.

Венепункциите, събирането на кръвните проби и последващите изследвания,
описани в дисертационния труд са извършени в съответствие с принципите на добра
лабораторна практика и с етичните изисквания за работа с пациенти и техните
материали, при строго спазване на стандарта “Медицинска вирусология ”, утвърден със
Заповед на МЗ РД-09-181/29.04.2002 г.

3.2. СЕКВЕНИРАНЕ

Секвенирането на фрагмент от pol гена на НІV-1 (протеаза и обратна
транскриптаза) беше извършено, чрез TRUGENE® HIV-1 генотипиращ кит и системата
за секвениране на гел -  OpenGene™  DNA  Siemens  съгласно инструкциите на
производителя и/или генотипиращ кит Viroseq HIV-1 Genotyping Test, Abbott на
еднокапилярен секвенатор Applied Biosystems Sequencer 310 съгласно инструкциите на
производителя.

3.2.1. Секвениране с генотипиращия кит TRUGENE HIV-1 и гелов
секвенатор OpenGene, Visible Genetics, Siemens.

· Екстракцията на вирусната РНК
Екстракцията на вирусната РНК от плазмата на изследваните лица беше

извършена с тест-кит QIAamp® Ultra Sens™ Virus Kit 50 в съответствие с протокола на
производителя.

· Обратна транскрипция и PCR амплификация
Определени фрагменти от гените на обратната транскриптаза и протеазата се
амплифицират от генотипиращия кит TRUGENE HIV-1. Участъците от pol гена на HIV-
1 са дълги 297 и 1680 нуклеотида съответно за протеазния и обратно-транскриптазния
регион.
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· Секвенционен PCR
При секвенционния PCR се секвенират и двете вериги на двойноверижната ДНК

едновременно. За реакцията се използват два или повече праймера. Правият (sense) и обратният
(antisense) праймери са белязани с различни флуоресцентни багрила. Когато се прикрепват към
ДНК молекулата, праймерите са ориентирани така, че веригите се удължават в посока една към
друга.

· Електрофореза на гелов секвенатор OpenGene, Visible Genetics, Siemens.
Еелектрофорезата се изпълнява на ултратънък вертикален полиакриламиден гел. Близко

до дъното на гела,  лазерен лъч активира флуоресцентното багрило,  свързано към ДНК
фрагментите, които преминават през лазера. Светлинните сигнали се регистрират от софтуера
на секвенатора и се предават в компютър.

3.2.2. Секвениране с тест-кит на фирма Roche за секвениране с тест-кит
Viroseq HIV-1 Genotyping Test, Abbott на еднокапилярен секвенатор Applied
Biosystems Sequencer 310

· Екстракцията на вирусната РНК
Екстракцията на вирусната РНК беше проведена с търговски тест-кит Roche в

съответствие с протокола на производителя.
· Обратна транскрипция и PCR амплификация

Целия PR  ген и около две трети от RT  се амплифицират -  около 1.8  килобази.
Полученият ампликон впоследствие се използва като матрица за генерирането на 1,2 килобази
секвенция.

Обратна транскрипция на вирусния геном се извършва с помощта само на един праймер.
Тази реакция произвежда двойноверижен РНК-кДНК хибрид, който представя цялата дължина
на HIV-1  pol  гена.  Извършва се PCR амплификация на PR  и RT  гена от кДНК получена при
обратната транскрипция. Полученият ампликон включва целия протеазен ген и 5’ края на гена
RT.

· Секвенционен PCR
За постигане на тази процедура е необходим 1.3-kb  фрагмент от ДНК с BigDye

терминатори, 7 различни праймера (4 forward и 3 reverse).
· Електрофореза на еднокапилярен секвенатор ABI 310

Секвенирането на всяка проба (епруветка с един праймер) става за около 3 часа с
еднокапилярен секвенатор ABI 310. Лазерен лъч активира флуоресцентното багрило, свързано
към ДНК фрагментите, които преминават през лазера в края на капилярката.

3.3. АНАЛИЗ НА ИЗОЛИРАНИТЕ СЕКВЕНЦИИ

Получените секвенции бяха използвани за филогенетичен анализ. Като предварителна
оценка, всички 207 секвенции бяха анализирани с Интернет базирани инструменти са
субтипиране и филогенетичен анализ: REGA2 и COMET. За всяка секвенция беше извършен
BLAST Search в NCBI и най-сходните секвенции от базите данни бяха свалени за мануалния
филогенетичен анализ. За някои секвенции, които не беше възможно да се причислят към нито
една група референтни секвенции, беше извършен анализ за установяване на точки на
рекомбинация с RIP в Los Alamos и Скрит Markov Model (jumping profile Hidden Markov Model
- jpHMM).

За окончателния филогенетичен анализ бяха използвани изолираните български
секвенции, най-сходните секвенции от BLAST Search и референтните HIV-1 секвенции от Los
Alamos. Секвенциите бяха подравнени (aligning) с помощта на BioEdit софтуер.
Филогенетичният анализ беше извършен чрез построяване на филогенетични дървета с
помощта на специализиран софтуер: MEGA4 с алгоритъм NJ, Bootscan анализ с 1000
повторения,  модел -  нуклеотиди,  с Kimura  2-parameter.  Беше извършен анализ със софтуер
Phylip  с алгоритъм Maximum  parsimony  и алгоритъм ML  за молекулярен часовник и за
филогеографски анализ.
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4. РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

4.1. РЕЗУЛТАТИ ОТ СУБТИПИРАНЕ С ИНТЕРНЕТ-БАЗИРАНИ
ИНСТРУМЕНТИ

Субтипирането с Интернет-базирани инструменти е бързо, лесно и в повечето
случаи успешно. Въпреки това, понякога субтипирането в Интернет не е точно или
въобще не може да бъде определен субтипа на изследваната секвенция.

Преди да се пристъпи към мануалния филогенетичен анализ, изследваните
секвенции бяха подложени на редица изследвания с Интернет-базирани инструменти.
Резултатите от тези изследвания бяха използвани за предварителен анализ, за да бъде
оптимизирана работата в последвалия мануален филогенетичен анали на секвенциите
изолирани от България.

Изследваните секвенции, получени от секвенирането на фрагмент от вирусния
геном първо бяха субтипирани с най-използвания в света Интернет-базиран инструмент
за субтипиране - REGA2. Той използва алгоритми за филогенетичен анализ, като
сравнява изследваната секвенция първо с набор от референтни консенсусни секвенции
с чисти субтипове и след това с циркулиращи рекомбинантни форми. Резултатите от
построеното филогенетично дърво се подлагат на bootscan анализ за установяване на
границата на достоверност на получените резултати. В REGA 2 могат да бъдат
изследвани до 1000 секвенции наведнъж. Алгоритмите за анализ са сравнително бързи
и обикновено 3 секвенции се обработват за около минута (Swofford D et al., 2003).

Неотдавна, през март 2010 г беше въведен нов Интернет-базиран инструмент за
субтипиране на НІV-1 секвенции COMET. Ние анализирахме българските секвенции и
с COMET и резултатите от тези изследвания са отразени в таблица 1.

За разлика от REGA2,  който от години е възприет като стандарт за Интернет-
базираното субтипиране и се цитира в научната литература, към момента на писане на
тази дисертация все още няма публикации за изследвания, правени с COMET.

От 207 анализирани секвенции REGA2 класифицира 130 (62,8%) от тях като
чисти субтипове, 48 (23,19%) като рекомбинантни форми и 29 (14,01%) от тях не могат
да бъдат отнесени към нито една група. Изследванията с COMET класифицираха 139
(67,15%) секвенции, като чисти субтипове, 58 (28,02%) като рекомбинантни форми и 10
(4,83%) от тях не могат да бъдат класифицирани (табл. 1). Според Daniel Struck (2010),
сравнителните изследвания между COMET и REGA2 с референтни секвенции дават
предимство на COMET. Една от обективните причини за това,  вероятно е, че към
момента на провеждане на това проучване REGA2 открива субтипове само до
CRF14_BG. Нашите проучвания върху 207 НІV-1 секвенции, показват по-голямо
сходство на резултатите от мануалния филогенетичен анализ с резултатите от COMET,
отколкото с REGA2.

Някои секвенции бяха подложени на допълнителен анализ за установяване на
точките на рекомбинация. Това изследване беше извършено с помощта на вероятностен
подход за сравняване на изследваната секвенция с множество подравнени секвенции -
Скрит Markov Model с прескачане (jumping profile Hidden Markov Model - jpHMM) с
Интернет-достъпен инструмент - GOBICS на факултета по биоинформатика на
Университет Гьотинген, Германия (Rainer Spang 2002, Anne-Kathrin Schultz 2009).
Изследването установи точното място на рекомбинация на изследваните секвенции,
представляващи циркулиращи рекомбинантни форми.
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Табл. 1. Сравнение на резултатите от субтипирането с REGA2 и COMET с
резултатите от мануалния филогенетичен анализ.

Наименование на
секвенцията

Дъл-
жина

Мануален филог.
анализ

Оценка според
REGA

Оценка според
COMET

004_0805_TG_BG 917bp C C C
021_0705_TG_BG 917bp A1 A (A1) A1
029_0705_TG_BG 901bp C C C
040_0504_VS_BG 918bp 05_DF Check the bootscan unassigned_2;B,05_DF
043_0604_VS_BG 918bp B B B
053_0206_TG_BG 918bp C C C
062_1202_VS_BG 918bp 04_cpx Check the bootscan 04_cpx
063_0708_TG_BG 904bp A1 A (A1) A1
065_0104_VS_BG 918bp B B B
071_1208_TG_BG 918bp H H unassigned_1;H,A1
081_0405_TG_BG 921bp C C C
086_0108_TG_BG 918bp B B B
094_0602_VS_BG 918bp B B B
097_1203_VS_BG 918bp B B B
100_1004_VS_BG 918bp B B B
106_1105_TG_BG 918bp 05_DF 05_DF 05_DF
122_1106_TG_BG 918bp B B B
133_0507_TG_BG 910bp F1 F (F1) F1
138_0605_TG_BG 917bp 02_AG G 02_AG
140_0407_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
148_0606_TG_BG 918bp B B B
150_0307_TG_BG 917bp 36 cpx G (02_AG) 02_AG
157_0203_VS_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
160_1203_VS_BG 918bp B B B
166_1106_TG_BG 917bp C C C
167_0507_TG_BG 908bp B Check the bootscan B
168_0605_TG_BG 919bp B B B
172_0303_VS_BG 917bp A1 A (A1) A1
178_0605_TG_BG 912bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
179_0703_VS_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
180_0606_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
189_0504_VS_BG 918bp B B B
193_0504_VS_BG 918bp B B B
202_0504_VS_BG 918bp B B B
204_1106_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
205_1007_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
207_1005_TG_BG 920bp F1 F (F1) F1
210_1107_TG_BG 919bp F1 F (F1) F1
216_0703_VS_BG 918bp B B B
221_0504_VS_BG 918bp B B B
228_1005_TG_BG 911bp F1 F (F1) F1
236_0605_TG_BG 918bp B B B
237_1002_VS_BG 918bp B Check the bootscan B
238_0208_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
250_0104_VS_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
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255_0108_TG_BG 917bp 02_AG 02_AG 02_AG
258_0708_TG_BG 917bp 01_AE 01_AE 01_AE
261_0604_VS_BG 918bp H H unassigned_1;H,F1
263_0604_VS_BG 916bp B B B
272_1103_VS_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
278_0902_VS_BG 917bp C C C
284_0208_TG_BG 912bp B B B
297_1005_TG_BG 914bp URF 07_BC like Check the bootscan unassigned_1;F1,C
301_1003_VS_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
315_0208_TG_BG 897bp B B B
316_0303_VS_BG 916bp G G G
319_0809_TG_BG 918bp 02_AG 02_AG 02_AG
320_0409_TG_BG 918bp B B B
322_0604_VS_BG 918bp 02_AG 02_AG 02_AG
326_0409_TG_BG 918bp A1 A (A1) A1
345_0109_TG_BG 918bp B Check the bootscan B
351_0406_TG_BG 918bp B B B
355_0406_TG_BG 918bp B Check the bootscan B
367_0609_TG_BG 918bp C C C
372_0208_TG_BG 852bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
375_0902_VS_BG 918bp B B B
376_1005_TG_BG 918bp F1 F (F1) F1
382_0605_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
387_0108_TG_BG 918bp B B B
393_0607_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
394_0203_VS_BG 904bp B Check the bootscan B
396_1004_VS_BG 918bp B Check the bootscan B
398_0605_TG_BG 918bp B Check the bootscan B
399_0603_VS_BG 918bp A1 Check the bootscan A1
402_1107_TG_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
404_1003_VS_BG 918bp B B B
408_0406_TG_BG 918bp B B B
409_1107_TG_BG 919bp A1 A (A1) 01_AE
411_0707_TG_BG 916bp 01_AE 01_AE 01_AE
423_0907_TG_BG 915bp B B B
425_0106_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
426_0507_TG_BG 895bp B B B
427_0406_TG_BG 918bp B B B
432_0407_TG_BG 918bp B Check the bootscan B
434_0907_TG_BG 918bp A1 A (A1) A1
436_0509_TG_BG 918bp B B B
437_0406_TG_BG 918bp B B B
438_0606_TG_BG 918bp URF 07_BC like Check the bootscan unassigned_1;A1,C
440_0907_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
442_0309_TG_BG 918bp B B B
443_0605_TG_BG 918bp B B B
449_1104_VS_BG 918bp C C C
452_0208_TG_BG 901bp URF, A1 like Check the bootscan unassigned_1;A1,C
455_0905_TG_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
458_0605_TG_BG 918bp B B B
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460_0108_TG_BG 917bp B B B
461_0507_TG_BG 917bp B B B
462_0106_TG_BG 917bp A1 A (01_AE) 01_AE
480_0807_TG_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
481_0406_TG_BG 917bp B Check the bootscan B
488_0909_TG_BG 918bp B B B
492_0107_TG_BG 918bp B B B
494_0106_TG_BG 918bp B B B
496_0208_TG_BG 917bp G G 02_AG
509_0707_TG_BG 918bp F1 F (F1) F1
511_0408_TG_BG 904bp B B B
512_0407_TG_BG 918bp B B B
517_0707_TG_BG 905bp B Check the bootscan B
522_0908_TG_BG 915bp B B B
526_0406_TG_BG 918bp B B B
534_0809_TG_BG 918bp G G G (check for 14_BG)
538_0607_TG_BG 905bp B B B
540_0509_TG_BG 912bp A1 Check the bootscan A1
541_0407_TG_BG 892bp B B B
544_0905_TG_BG 918bp A1 A (A1) A1
549_0805_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
550_0807_TG_BG 909bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
551_0507_TG_BG 910bp A1 A (A1) A1
552_0707_TG_BG 913bp A1 Check the bootscan unassigned_1;01_AE,B
553_0909_TG_BG 918bp B B B
556_0206_TG_BG 908bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
558_0905_TG_BG 918bp B B B
564_0707_TG_BG 917bp B B B
565_1005_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE

573_0206_TG_BG 886bp 01_AE A (01_AE)
01_AE (check for
15_01B)

574_1205_TG_BG 918bp B B B
576_0406_TG_BG 918bp B B B
584_0106_TG_BG 919bp A1 A (A1) A1
585_0406_TG_BG 918bp B B B
589_0407_TG_BG 918bp B B B
591_0706_TG_BG 918bp B B B
592_0106_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
594_0309_TG_BG 918bp B B B
597_0405_TG_BG 916bp F1 F (F1) F1
604_0406_TG_BG 918bp B B B
615_0807_TG_BG 917bp B B B
617_0706_TG_BG 918bp B B B
619_0706_TG_BG 917bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
621_0407_TG_BG 917bp A1 A (01_AE) 01_AE
635_0706_TG_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
638_0108_TG_BG 918bp B B B
649_1206_TG_BG 918bp B B B
651_1208_TG_BG 918bp B B B
656_0408_TG_BG 906bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
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669_0407_TG_BG 918bp G G G
670_0408_TG_BG 918bp B B B
673_0409_TG_BG 918bp A1 A (A1) A1
686_0409_TG_BG 918bp B B B
687_0708_TG_BG 917bp A1 A (A1) A1
713_0408_TG_BG 919bp B B B
717_0309_TG_BG 918bp 01_AE A (A1) 01_AE
749_0709_TG_BG 916bp B B B
756_0808_TG_BG 918bp B B B
759_1107_TG_BG 918bp B B B
772_0708_TG_BG 918bp B Check the bootscan B
776_0208_TG_BG 918bp B B B
791_0109_TG_BG 918bp 05_DF Check the bootscan unassigned_2;F1,05_DF
799_0208_TG_BG 904bp B B B
801_0808_TG_BG 918bp B B B
804_0708_TG_BG 918bp B Check the bootscan B
815_0708_TG_BG 917bp B B B
818_0708_TG_BG 916bp B Check the bootscan B
819_0708_TG_BG 913bp B Check the bootscan B
821_0808_TG_BG 901bp 01_AE A (A1) 01_AE
822_0808_TG_BG 917bp 02_AG G (02_AG) 02_AG
826_0808_TG_BG 919bp 02_AG G (02_AG) 02_AG
831_0809_TG_BG 918bp 05_DF Check the bootscan 05_DF
832_0708_TG_BG 918bp B B B
833_0408_TG_BG 906bp A1 A (A1) A1
836_1008_TG_BG 917bp 02_AG G (02_AG) 02_AG
841_0109_TG_BG 919bp 01_AE A (A1) 01_AE
859_1008_TG_BG 917bp 02_AG G (02_AG) 02_AG
862_0209_TG_BG 918bp A1 A (A1) A1
880_1108_TG_BG 917bp C C C
893_1208_TG_BG 918bp B B B
901_1208_TG_BG 918bp B B B
903_1009_TG_BG 918bp B B B
904_0209_TG_BG 918bp B B B
906_0509_TG_BG 918bp F1 F (F1) F1
907_1108_TG_BG 917bp 02_AG Check the bootscan unassigned_2;02_AG,G
908_1208_TG_BG 917bp 02_AG Check the bootscan unassigned_2;02_AG,G
912_0109_TG_BG 918bp F1 F (F1) F1
914_1208_TG_BG 918bp B Check the bootscan B
920_0109_TG_BG 918bp B B B
922_1209_TG_BG 918bp B Check the bootscan B
927_0609_TG_BG 918bp 02_AG G (02_AG) 02_AG
934_1009_TG_BG 918bp B B B
935_0209_TG_BG 918bp B B B
939_0209_TG_BG 918bp 02_AG 02_AG 02_AG
944_0309_TG_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
950_0609_TG_BG 918bp 02_AG G (02_AG) 02_AG
953_0609_TG_BG 944bp B B B
956_0409_TG_BG 918bp B B B
958_0609_TG_BG 918bp 01_AE A (A1) 01_AE
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959_0709_TG_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
968_0609_TG_BG 920bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
976_0609_TG_BG 892bp B Check the bootscan B
986_0609_TG_BG 918bp B B B
996_0609_TG_BG 918bp B B B
999_0809_TG_BG 918bp 01_AE A (01_AE) 01_AE
1006_0709_GT_BG 918bp B B B
1026_1209_TG_BG 918bp B B B
1031_0909_TG_BG 918bp B B B
1037_1009_TG_BG 918bp B B B
1041_1009_TG_BG 918bp 02_AG G 02_AG
1047_1009_TG_BG 918bp B B B
1055_1209_TG_BG 918bp B B B

4.2. РЕЗУЛТАТИ ОТ МАНУАЛЕН ФИЛОГЕНЕТИЧЕН
АНАЛИЗ

4.2.1. МОЛЕКУЛЯРЕН ЧАСОВНИК

За да се оцени времето до най-близкия общ предшественик – time of the most
recent common ancestor (tMRCA) на изолираните секвенции на HIV-1 субтип B и A1
изолирани до 2006 г. (Gregory E et al., 1992, Drummond AJ et al., 2006) беше приложен
анализ -  молекулярен часовник по метода Maximum  likelihood,  оценяващ степента на
еволюцията във всяко от двете построени филогенетични дървета. На фиг. 1 и 2. е
представено времето на най-близкия общ предшественик за различни разклонения на
субтип В и А1. Поради това, че бяха налични само две български секвенции, които са
разположени сред разклонението от бившия Съветски Съюз, не беше възможно да бъде
датирано въвеждането на HIV-1 субтип A1 в България от Източна Европа (бившия
Съветски Съюз) (фиг. 3.). Другите две български разклонения от субтип А1, както и
разклоненията ІІ и ІІІ от субтип В произлизат от началото на 90-те г. на 20 век, докато
оценката за произхода на субтип В от разклонение І и ІV е за средата на 80-те г. на 20
век (Marco  Salemi   et  al.,  2008,  Maria  Mercedes  Santoro   et  al.,  2008,  Robbins  KE  et  al.,
2003).
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Фиг. 1. Филогенетичен анализ на секвенциите субтип B за оценка на времето до
най-близкия общ предшественик (tMRCA).

Данните от изследването включват  41  HIV-1  субтип B  секвенции от България и 91
субтип B референтни секвенции, получени от базите данни на Los Alamos. На
филогенетичното дърво е добавена различаваща се секвенция (outgroup) от НІV-1
субтип А1 за създаването на корен. Дължината на разклоненията е изчислена с
помощта на модел за замяна на най-добре пасващ нуклеотид (the best fitting nucleotide
substitution model), съгласно теста за съотношение на йерархичния модел и е означено с
линия и цифрова индикация в долния ляв ъгъл на фигурата (0,02) за заменени
нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions per site). Звездичката (*) до
разклоненията показва значима статистическа достоверност за разклонението (p<0.001
при тест за нулева дължина на разклонението и стойности от bootstrap анализа >75%).
Цветовете на разклоненията изобразяват страната на произход на секвенцията от
легендата към фигурата. Наборът от секвенции означени като FSU (Бившия Съветски
Съюз) включват секвенции от Русия, Беларус, Украйна, както и Словения (някои
държави са посочени със стрелки). Пунктираните правоъгълници означават
статистически значими монофилетни разклонения от български секвенции. Оценката
на tMRCA на всяка статистически значима българска секвенция е означена вдясно на
фигурата. Датите и 95% от възможния времеви интервал, означени със скоби са
изчислени с помощта на Bayesian метод (виж глава 3.3.2.).
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Фиг. 2. Филогенетичен анализ на секвенциите субтип А1 за оценка на времето
до най-близкия общ предшественик (tMRCA).

Данните от изследването включват 18 HIV-1 субтип А1 секвенции от България и 137
субтип А1 референтни секвенции, получени от базите данни на Los Alamos. На
филогенетичното дърво е добавена различаваща се секвенция (outgroup) от НІV-1
субтип В за създаването на корен. Дължината на разклоненията е изчислена с помощта
на модел за замяна на най-добре пасващ нуклеотид (the best fitting nucleotide substitution
model) съгласно теста за съотношение на йерархичния модел и е означено с линия и
цифрова индикация в долния ляв ъгъл на фигурата (0,02) за заменени нуклеотиди за
дадена позиция (nucleotide substitutions per site). Звездичката (*) до разклоненията
показва значима статистическа достоверност за разклонението (p<0.001 при тест за
нулева дължина на разклонението и стойности от bootstrap анализа >75%). Цветовете
на разклоненията изобразяват страната на произход на секвенцията от легендата към
фигурата. Разклонението, включващо секвенция от пациент инфектиран с
кръвопреливане в миналото (blood transfusion clade) и разклонението на български и
Западноевропейски секвенции (Bulgaria West Europe clade), са двете най-големи
монофилетни разклонения. Наборът от секвенции означени като FSU (Бившия
Съветски Съюз) включва секвенции от Русия, Беларус, Украйна, както и Словения,
Чехия и две секвенции от България. Оценката на tMRCA на всяка статистически
значима българска секвенция е означена вдясно на фигурата. Датите и 95% от
възможния времеви интервал, означени със стрелки, са изчислени с помощта на
Bayesian метод.
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4.2.2. МИГРАЦИОНЕН МОДЕЛ
Филогенетичните дървета от фиг. 1. и фиг. 2. получени от секвенции изолирани

до 2006 г., бяха анализирани с модифицирана версия на метода на Slatkin и Maddison
(Slatikin M  et al., 1989, Salemi M.  et al.,  2005), за оценка на миграцията на НІV-1 между
България и други географски райони. За да бъде извършен анализът, секвенциите,
изолирани извън България бяха разделени на три отделни групи: Африка, Западна
Европа и Източна Европа за субтип А1 и САЩ, Западна Европа и Източна Европа за
субтип В. Нулевата хипотеза за панмиксия (panmixia), липса на подразделения или
пълно разбъркване на секвенциите от различни географски региони беше отхвърлена от
тест със случаен избор на секвенции (p<0.0001) за двата субтипа.

Изследването установи, че 18,8% от наблюдаваните НІV-1 субтип А1, които са
постъпили в България са с произход от Африка (4,4%), Източна Европа (7,7%) и
Западна Европа (6,7%), (фиг. 3А). За разлика от това, движението на генетични форми
на НІV-1 субтип А1 от България към Източна и Западна Европа се осъществява само
при 5,4% от наблюдаваната миграция (4,4% към Западна Европа и 1% към Източна
Европа), която е със същата величина на миграцията, наблюдавана между източно и
западноевропейските групи (фиг. 3А). Значителната миграция на генетични форми на
НІV-1 субтип А1 от Африка към други географски райони на света, включително
България, също беше установено (4,4% към България, 50,7% към Западна Европа и
16,8% към Източна Европа, общо 71,9% от установената генетична миграция), (фиг.
3А).

Изследванията върху филогенетичното дърво на НІV-1 субтип В, за движението
на субтип В генетични форми към България от САЩ, както и от Източна и Западна
Европа се оценява на 45,2% от наблюдаваната миграция както следва; от САЩ 2,8%, от
Западна Европа 34,2% и от Източна Европа 8,2% фиг. 3В. Движението на генетични
форми от България към Западна Европа е 5,4%, малко по-ниско отколкото е това
движение от други източноевропейски страни към Западна Европа. От друга страна,
миграцията на НІV-1  субтип В от западноевропейските страни към България и други
източноевропейски страни се оценява на 34.2% и съответно 33.8% от наблюдаваната
миграция. Пропорцията на генетичната миграция към и от САЩ изобразена на фиг. 3В
вероятно е недооценена, поради това, че миграционният анализ на НІV-1 субтип В
беше фокусиран върху взаимовръзките между епидемията в България и другите
европейски страни и затова бяха добавени само няколко секвенции, изолирани от САЩ
като сравнение.
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Фиг. 3. Maximum parsimony миграционен модел на българските секвенции за
миграцията на НІV-1:  (А)  субтип А1  и (В) субтип В от и към България и различни
географски райони на света.

Диаграмата показва честотата на движение на генетични форми (миграция) към и от
различни географски области, като процент от общата наблюдавана миграция, оценен
от дървото,  построено с алгоритъма на Maximum  likelihood  за различни субтипове с
модифицирана версия на метода на Slatkin и Maddison. Размерите на кръгчетата са
пропорционални на процента наблюдавана миграция за съответното кръгче. Редиците
показват оцененото движение от България към други географски области. Колоните
показват оцененото движение от други географски области към България.
А. НІV-1 субтип А1 миграция от/към Африка, България, Източна и Западна Европа от
изчисленията представени на фиг. 3А.
В. НІV-1 субтип В миграция от/към САЩ, България, Източна и Западна Европа от
изчисленията представени на фиг. 3В.
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4.2.3. РАЗПРОСТРАНЕНИЕ НА РАЗЛИЧНИ ГЕНЕТИЧНИ ФОРМИ НА НІV-1 В
БЪЛГАРИЯ („ЧИСТИ” СУБТИПОВЕ)

Мануалният филогенетичен анализ беше извършен, чрез построяване на
филогенетични дървета от 207 български секвенции, референтните НІV-1 секвенции от
Лос Аламос и сходните секвенции от BLAST (фиг. 5, 6, 7, 8, 9 и 10).

От изследваните 207 секвенции на НІV-1 pol гена се установи, че 146 (70,53%)
от тях са 6 различни вида НІV-1 субтипове, а останалите 61 (29,47%) са 5 различни
вида циркулиращи и комплексни рекомбинантни форми на НІV-1, както следва: 104
(50,24%) са класифицирани като субтип В, 18 (8,7%) са субтип А1, 9 (4.35%) са субтип
С, 9 (4,35%) са субтип F1, 4 (1.93%) са субтип G, 2 (0.97%) са субтип H, (фиг. 5 до 10 и
табл. 2). Тридесет и осем (18,36%) от изолираните секвенции са CRF 01_AE,  14 (6,76%)
са CRF 02_AG, 4 (1,93%) са CRF 05_DF, 1 (0,48%) e комплексна форма 36_cpx, 1
(0,48%) е комплексна форма 04_cpx и 3 (1,45%) секвенции не можаха да бъдат
причислени към нито една група и вероятно представляват уникални рекомбинантни
форми (URFs) (табл. 2 и фиг. 4).

Табл. 2. Таблица с резултати от мануалния филогенетичен анализ за
разпространението на различни генетични форми на НІV-1 в България (ляво).

Фиг. 4. Графика с резултати от мануалния филогенетичен анализ за
разпространението на различни генетични форми на НІV-1 в България (дясно).

*URFs – уникални рекомбинантни форми.

Субтипове
и CRFs Брой %

B 104 50,24
A1 18 8,70
C 9 4,35
F1 9 4,35
G 4 1,93
H 2 0,97

01_AE 38 18,36
02_AG 14 6,76
05_DF 4 1,93
36_cpx 1 0,48
04_cpx 1 0,48
URFs 3 1,45
Общо 207 100%



19

 351 0406 TG BG

 355 0406 TG BG

 576 0406 TG BG

 585 0406 TG BG

 427 0406 TG BG

 189 0504 VS BG

 065 0104 VS BG

 122 1106 TG BG

 396 1004 VS BG

 097 1203 VS BG

 443 0605 TG BG

 437 0406 TG BG

 Ref.B.TH.90.BK132.AY173951

 B.FR.83.HXB2 LAI IIIB BRU K03455(2)

 043 0604 VS BG

 284 0208 TG BG

 617 0706 TG BG

 481 0406 TG BG

 494 0106 TG BG

 Ref.B.NL.00.671 00T36.AY423387

 086 0108 TG BG

 398 0605 TG BG

 404 1003 VS BG

 604 0406 TG BG

 423 0907 TG BG

 526 0406 TG BG

 408 0406 TG BG

 589 0407 TG BG

 394 0203 VS BG

 574 1205 TG BG

 100 1004 VS BG

 458 0605 TG BG

 375 0902 VS BG

 558 0905 TG BG

 160 1203 VS BG

 193 0504 VS BG

 202 0504 VS BG

 148 0606 TG BG

 168 0605 TG BG

 094 0602 VS BG

 216 0703 VS BG

 221 0504 VS BG

 263 0604 VS BG

 Ref.B.US.98.1058 11.AY331295

 236 0605 TG BG

 237 1002 VS BG

B

 D.UG.94.94UG114.U88824

 D.TZ.01.A280.AY253311

 D.CD.83.ELI.K03454

 D.CM.01.01CM 4412HAL.AY371157

 004 0805 TG BG

 053 0206 TG BG

 Ref.C.ZA.04.SK164B1.AY772699

 081 0405 TG BG

 449 1104 VS BG

 278 0902 VS BG

 Ref.C.IN.95.95IN21068.AF067155

C

 Ref.F2.CM.02.02CM 0016BBY.AY371158

 Ref.F1.FI.93.FIN9363.AF075703

 Ref.F1.FR.96.MP411.AJ249238

 133 0507 TG BG

 207 1005 TG BG

 228 1005 TG BG

 376 1005 TG BG

 597 0405 TG BG

F1

 Ref.J.CD.97.J 97DC KTB147.EF614151

 Ref.K.CD.97.EQTB11C.AJ249235

 316 0303 VS BG

 Ref.G.BE.96.DRCBL.AF084936

 Ref.G.NG.92.92NG083.U88826

G

 Ref.A2.CD.97.97CDKTB48.AF286238

 Ref.A2.CY.94.94CY017 41.AF286237

 399 0603 VS BG

 544 0905 TG BG

 584 0106 TG BG

 462 0106 TG BG

 021 0705 TG BG

 172 0303 VS BG

 Ref.A1.UG.92.92UG037.AB253429

 Ref.A1.RW.92.92RW008.AB253421

 Ref.A1.AU.03.PS1044 Day0.DQ676872

 Ref.A1.KE.94.Q23 17.AF004885

A1

 261 0604 VS BG

 071 1208 TG BG

 Ref.H.BE.93.VI991.AF190127

 Ref.H.BE.93.VI997.AF190128

 Ref.H.CF.90.056.AF005496

H

 Ref.CPZ.US.85.CPZUS.AF103818

99

94

54

83

76
63

80

75

67

72

79

77

76

72

72

64

61

58

57

56

52

55

53

51

51

51

51

0.005

 638 0108 TG BG

 538 0607 TG BG

 670 0408 TG BG

 512 0407 TG BG

 591 0706 TG BG

 517 0707 TG BG

 541 0407 TG BG

 615 0807 TG BG

 426 0507 TG BG

 387 0108 TG BG

 Ref.B.TH.90.BK132.AY173951

 Ref.B.FR.83.HXB2 LAI IIIB BRU.K03455

 759 1107 TG BG

 Ref.B.US.98.1058 11.AY331295

 461 0507 TG BG

 Ref.B.NL.00.671 00T36.AY423387

 432 0407 TG BG

 564 0707 TG BG

 492 0107 TG BG

B

 Ref.D.TZ.01.A280.AY253311

 Ref.D.CD.83.ELI.K03454

 Ref.F2.CM.95.MP257.AJ249237

 210 1107 TG BG

 Ref.F1.FR.96.MP411.AJ249238

 Ref.F1.FI.93.FIN9363.AF075703

 Ref.F1.BR.93.93BR020 1.AF005494

 509 0707 TG BG

F1

 Ref.C.ZA.04.SK164B1.AY772699

 Ref.C.IN.95.95IN21068.AF067155

 166 1106 TG BG

 Ref.C.ET.86.ETH2220.U46016

 Ref.C.BR.92.BR025 d.U52953

C

 Ref.H.CF.90.056.AF005496

 Ref.H.BE.93.VI997.AF190128

 Ref.K.CM.96.MP535.AJ249239

 Ref.K.CD.97.EQTB11C.AJ249235

 Ref.J.SE.94.SE7022.AF082395

 Ref.J.CD.97.J 97DC KTB147.EF614151

 Ref.G.NG.92.92NG083.U88826

 Ref.G.BE.96.DRCBL.AF084936

 Ref.G.PT.x.PT2695.AY612637

 669 0407 TG BG

 Ref.G.KE.93.HH8793 12 1.AF061641

G

 Ref.A2.CY.94.94CY017 41.AF286237

 Ref.A2.CD.97.97CDKTB48.AF286238

 621 0407 TG BG

 409 1107 TG BG

 552 0707 TG BG

 434 0907 TG BG

 Ref.A1.UG.92.92UG037.AB253429

 A1.GR.2004.321494676626102

 Ref.A1.RW.92.92RW008.AB253421

 A.GR.2003.1182 48 5032 20030421

 Ref.A1.AU.03.PS1044 Day0.DQ676872

 A.GR.2003.1182 48 5035 20030421

 551 0507 TG BG

A1

 Ref.CPZ.US.85.CPZUS.AF103818

100

100

98

82

78

100

60

100

100

99

82

55
55

51

92

88

95

67

72

95

69

69

56

79

88

78

74

67

85

70
79

53

61

56

75

100

0.01

Фиг. 5 (Ляво). Филогенетично дърво от секвенциите изолирани до 2006 г.
Фиг. 6 (Дясно). Филогенетично дърво от секвенциите изолирани през 2007 г.
Субтиповете по цветове: B         F1 C H       G       A1
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Фиг. 5. Филогенетичен анализ на НІV-1 субтипове от български секвенции

изолирани до 2006 г. Използвана е програма за филогенетичен анализ MEGA-4 с

алгоритъм maximum likelihood (ML) по метода Neighbor-Joining (NJ) и с bootstrap

анализ с 1000 повторения, модел за изчисляване на нуклеотиди и Kimura 2-parameter.

Филогенетичното дърво съдържа 63 секвенции, изолирани в България и 27 референтни

секвенции от Los Alamos, общо 90 секвенции. Дължината на разклоненията е изчислена

с помощта на модел за замяна на най-добре пасващ нуклеотид (the best fitting nucleotide

substitution model) съгласно теста за съотношение на йерархичния модел и е означено с

линия и цифрова индикация в долния ляв ъгъл на фигурата (0,005) за заменени

нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions per site). Цветовете на

разклоненията изобразяват субтиповете на секвенциите от легендата към фигурата.

Фиг. 6. Филогенетичен анализ на НІV-1 субтипове от български секвенции

изолирани през 2007 г. Използвана е програма за филогенетичен анализ MEGA-4 с

алгоритъм maximum likelihood (ML) по метода Neighbor-Joining (NJ) и с bootstrap

анализ с 1000 повторения, модел за изчисляване на нуклеотиди и Kimura 2-parameter.

Филогенетичното дърво съдържа 24 секвенции, изолирани в България, 3 секвенции от

BLAST Search и 30 референтни секвенции от Los Alamos, общо 57 секвенции.

Дължината на разклоненията е изчислена с помощта на модел за замяна на най-добре

пасващ нуклеотид (the  best  fitting  nucleotide  substitution  model)  съгласно теста за

съотношение на йерархичния модел и е означено с линия и цифрова индикация в

долния ляв ъгъл на фигурата (0,01) за заменени нуклеотиди за дадена позиция

(nucleotide substitutions per site). Цветовете на разклоненията изобразяват субтиповете

на секвенциите от легендата към фигурата.
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 799 0208 TG BG

 901 1208 TG BG

 649 1206 TG BG

 893 1208 TG BG

 511 0408 TG BG

 815 0708 TG BG

 832 0708 TG BG

 776 0208 TG BG

 713 0408 TG BG

 GQ398997 wzbeG3s1BUADJ5O - PL

 Ref.B.US.98.1058 11.AY331295

 460 0108 TG BG

 804 0708 TG BG

 522 0908 TG BG

 Ref.B.FR.83.HXB2 LAI IIIB BRU.K03455

 772 0708 TG BG

 914 1208 TG BG

 GQ400623 fKAdL5PTEPjd75o - CS Serbia

 756 0808 TG BG

 801 0808 TG BG

 167 0507 TG BG

 Ref.B.TH.90.BK132.AY173951

 GQ400122 784645693291274 - ES

 315 0208 TG BG

 818 0708 TG BG

 819 0708 TG BG

 Ref.B.NL.00.671 00T36.AY423387

B

 Ref.D.CD.83.ELI.K03454

 Ref.D.UG.94.94UG114.U88824

 Ref.F1.BE.93.VI850.AF077336

 Ref.F1.FI.93.FIN9363.AF075703

 Ref.F2.CM.95.MP255.AJ249236

 Ref.F2.CM.95.MP257.AJ249237

 Ref.J.SE.93.SE7887.AF082394

 Ref.J.SE.94.SE7022.AF082395

 Ref.K.CD.97.EQTB11C.AJ249235

 Ref.K.CM.96.MP535.AJ249239

 EU308094 SW084 C ZA South Africa

 880 1108 TG BG

 GQ398870 kaB6KDgSqeFXyHi - GR

 Ref.C.BR.92.BR025 d.U52953

 Ref.C.ET.86.ETH2220.U46016

 Ref.C.ZA.04.SK164B1.AY772699

 029 0705 TG BG

 Ref.C.IN.95.95IN21068.AF067155

C

 Ref.G.KE.93.HH8793 12 1.AF061641

 Ref.G.PT.x.PT2695.AY612637

 Ref.G.BE.96.DRCBL.AF084936

 Ref.G.NG.92.92NG083.U88826

 496 0208 TG BG

 GQ251220 Bs1537 G IT

G

 833 0408 TG BG

 063 0708 TG BG

 Ref.A1.UG.92.92UG037.AB253429

 Ref.A1.RW.92.92RW008.AB253421

 A1.GR.2004.672259966185034

 Ref.A1.KE.94.Q23 17.AF004885

 A.GR.2003.1182 48 5005 20030422

 687 0708 TG BG

 GQ399870 625196020739980 - GR

 A.GR.2003.1182 48 5031 20030421

 Ref.A1.AU.03.PS1044 Day0.DQ676872

 A1.GR.2004.321494676626102

A1

 Ref.H.BE.93.VI997.AF190128

 Ref.H.CF.90.056.AF005496

 Ref.CPZ.US.85.CPZUS.AF103818

58

100

100

100

100

100

99

99

99

98

93

66

68

98

54

94

93

70

64

50

58

92

86

82

75

88

74

91

66
55

0.01

 934 1009 TG BG

 1006 0709 GT BG

 1055 1209 TG BG

 EU091178 4937 B CA

 976 0609 TG BG

 956 0409 TG BG

 904 0209 TG BG

 903 1009 TG BG

 922 1209 TG BG

 953 0609 TG BG

 594 0309 TG BG

 749 0709 TG BG

 686 0409 TG BG

 1026 1209 TG BG

 1031 0909 TG BG

 GQ399880 629148765083743 - ES

 488 0909 TG BG

 320 0409 TG BG

 436 0509 TG BG

 442 0309 TG BG

 996 0609 TG BG

 651 1208 TG BG

 Ref.B.NL.00.671 00T36.AY423387

 Ref.B.TH.90.BK132.AY173951

 B.FR.83.HXB2 LAI IIIB BRU K03455

 935 0209 TG BG

 Ref.B.US.98.1058 11.AY331295

 1047 1009 TG BG

 986 0609 TG BG

 1037 1009 TG BG

 920 0109 TG BG

 553 0909 TG BG

 345 0109 TG BG

B

 Ref.D.UG.94.94UG114.U88824

 Ref.D.CD.83.ELI.K03454

 Ref.F1.FI.93.FIN9363.AF075703

 Ref.F1.BE.93.VI850.AF077336

 912 0109 TG BG

 906 0509 TG BG

F1

 Ref.F2.CM.95.MP257.AJ249237

 Ref.F2.CM.95.MP255.AJ249236

 Ref.K.CM.96.MP535.AJ249239

 Ref.K.CD.97.EQTB11C.AJ249235

 Ref.H.CF.90.056.AF005496

 Ref.H.BE.93.VI997.AF190128

 Ref.C.ZA.04.SK164B1.AY772699

 Ref.C.IN.95.95IN21068.AF067155

 Ref.C.ET.86.ETH2220.U46016

 Ref.C.BR.92.BR025 d.U52953

 367 0609 TG BG

C

 Ref.J.SE.94.SE7022.AF082395

 Ref.J.SE.93.SE7887.AF082394

 GQ399083 161763863486311 - PT Portugal

 534 0809 TG BG

 Ref.G.PT.x.PT2695.AY612637

 Ref.G.KE.93.HH8793 12 1.AF061641

G

 Ref.G.NG.92.92NG083.U88826

 Ref.G.BE.96.DRCBL.AF084936

 Ref.A2.CY.94.94CY017 41.AF286237

 Ref.A2.CD.97.97CDKTB48.AF286238

 GQ251209 Bs199 A1 IT

 540 0509 TG BG

 Ref.A1.UG.92.92UG037.AB253429

 A1.GR.2004.672259966185034

 Ref.A1.RW.92.92RW008.AB253421

 Ref.A1.KE.94.Q23 17.AF004885

 A.GR.2003.1182 48 5005 20030422

 673 0409 TG BG

 326 0409 TG BG

 A.GR.2003.1182 48 5031 20030421

 GQ399579 457634137438230 - GR

 862 0209 TG BG

 A1.GR.2004.321494676626102

 Ref.A1.AU.03.PS1044 Day0.DQ676872

A1

 Ref.CPZ.US.85.CPZUS.AF103818

78

60

57

99

99

99

99

99

99

99

94
99

99

53

99

95

94

91

81

73

62

84

64

64

59

63

80

81

80

70

65

55

64

58

0.005

Фиг. 7 (Ляво). Филогенетично дърво от секвенциите изолирани през 2008 г.
Фиг. 8 (Дясно). Филогенетично дърво от секвенциите изолирани през 2009 г.
Субтиповете по цветове: B         F1 C H       G       A1
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Фиг. 7. Филогенетичен анализ на НІV-1 субтипове от български секвенции,

изолирани през 2008 г. Използвана е програма за филогенетичен анализ MEGA-4 с

алгоритъм maximum likelihood (ML) по метода Neighbor-Joining (NJ) и с bootstrap

анализ с 1000 повторения, модел за изчисляване на нуклеотиди и Kimura 2-parameter.

Филогенетичното дърво съдържа 26 секвенции изолирани в България, 11 секвенции от

BLAST Search и 33 референтни секвенции от Los Alamos. Дължината на разклоненията

е изчислена с помощта на модел за замяна на най-добре пасващ нуклеотид (the best

fitting nucleotide substitution model) съгласно теста за съотношение на йерархичния

модел и е означено с линия и цифрова индикация в долния ляв ъгъл на фигурата (0,01)

за заменени нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions per site). Цветовете

на разклоненията изобразяват субтиповете на секвенциите от легендата към фигурата.

Фиг. 8. Филогенетичен анализ на НІV-1 субтипове от български секвенции,

изолирани през 2009 г. Използвана е програма за филогенетичен анализ MEGA-4 с

алгоритъм maximum likelihood (ML) по метода Neighbor-Joining (NJ) и с bootstrap

анализ с 1000 повторения, модел за изчисляване на нуклеотиди и Kimura 2-parameter.

Филогенетичното дърво съдържа 39 секвенции изолирани в България, 16 секвенции от

BLAST Search и 26 референтни секвенции от Los Alamos. Дължината на разклоненията

е изчислена с помощта на модел за замяна на най-добре пасващ нуклеотид (the best

fitting nucleotide substitution model) съгласно теста за съотношение на йерархичния

модел и е означено с линия и цифрова индикация в долния ляв ъгъл на фигурата (0,005)

за заменени нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions per site). Цветовете

на разклоненията изобразяват субтиповете на секвенциите от легендата към фигурата.
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Фиг. 9 (Ляво). Филогенетично дърво от българските секвенции изолирани до 2009 г.
(само „чисти” субтипове, без субтип В и CRFs). Цветовете представляват различни
субтиповете: F1          C          H        G        A1
Фиг. 10 (Дясно). Филогенетично дърво от българските секвенции само НІV-1 субтип В
изолирани до 2009 г. Българските секвенции са оцветени в червен цвят, а референтните
в черен цвят.
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Фиг. 9. Филогенетично дърво от българските секвенции, изолирани до 2009 г. (само

субтипове, без субтип В и CRFs). Използвана е програма за филогенетичен анализ

MEGA-4 с алгоритъм maximum likelihood (ML) по метода Neighbor-Joining (NJ) и с

bootstrap анализ с 1000 повторения, модел за изчисляване на нуклеотиди и Kimura 2-

parameter. Филогенетичното дърво съдържа 42 секвенции изолирани в България, 10

секвенции от BLAST Search и 32 референтни секвенции от Los Alamos. Дължината на

разклоненията е изчислена с помощта на модел за замяна на най-добре пасващ

нуклеотид (the best fitting nucleotide substitution model) съгласно теста за съотношение

на йерархичния модел и е означено с линия и цифрова индикация в долния ляв ъгъл на

фигурата (0,02) за заменени нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions per

site). Цветовете на разклоненията изобразяват субтиповете на секвенциите от легендата

към фигурата.

Фиг. 10. Филогенетично дърво от българските секвенции, изолирани до 2009 г. (само

субтип В). Използвана е програма за филогенетичен анализ MEGA-4 с алгоритъм

maximum likelihood (ML) по метода Neighbor-Joining (NJ) и с bootstrap анализ с 1000

повторения, модел за изчисляване на нуклеотиди и Kimura 2-parameter.

Филогенетичното дърво съдържа 104 секвенции, изолирани в България и 247

референтни секвенции субтип В от Los Alamos, общо 351 секвенции. Дължината на

разклоненията е изчислена с помощта на модел за замяна на най-добре пасващ

нуклеотид (the best fitting nucleotide substitution model) съгласно теста за съотношение

на йерархичния модел и е означено с линия и цифрова индикация в долния ляв ъгъл на

фигурата (0,005) за заменени нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions per

site). Българските секвенции са оцветени в червен цвят, а референтните секвенции в

черен.



25

 922_1209_TG_BG
 953_0609_TG_BG

 903_1009_TG_BG
 901_1208_TG_BG

 904_0209_TG_BG
 832_0708_TG_BG

 591_0706_TG_BG
 649_1206_TG_BG

 815_0708_TG_BG
 589_0407_TG_BG
 893_1208_TG_BG
 408_0406_TG_BG

 541_0407_TG_BG
 670_0408_TG_BG

 512_0407_TG_BG
 799_0208_TG_BG

 517_0707_TG_BG
 511_0408_TG_BG

 526_0406_TG_BG
 538_0607_TG_BG

 638_0108_TG_BG
 423_0907_TG_BG

 404_1003_VS_BG
 604_0406_TG_BG

 615_0807_TG_BG
 776_0208_TG_BG

 956_0409_TG_BG
 394_0203_VS_BG

 574_1205_TG_BG
 100_1004_VS_BG

 375_0902_VS_BG
 558_0905_TG_BG

 426_0507_TG_BG
 387_0108_TG_BG

 713_0408_TG_BG
 148_0606_TG_BG

 168_0605_TG_BG
 160_1203_VS_BG

 221_0504_VS_BG
 094_0602_VS_BG

 193_0504_VS_BG
 263_0604_VS_BG

 202_0504_VS_BG
 216_0703_VS_BG

 086_0108_TG_BG
 686_0409_TG_BG

 398_0605_TG_BG
 043_0604_VS_BG

 B.AR.02.02AR114146.DQ383746
 B.US.x.AC_59_41_Days_Seq1_fa.DQ127548

 284_0208_TG_BG
 772_0708_TG_BG

 167_0507_TG_BG
 458_0605_TG_BG
 818_0708_TG_BG

 B.ES.06.ES.EU786676
 065_0104_VS_BG

 122_1106_TG_BG
 396_1004_VS_BG

 189_0504_VS_BG
 345_0109_TG_BG

 097_1203_VS_BG
 B.US.87.5113_87.AY835758

 B.US.95.5073_95.AY835768
 461_0507_TG_BG

 436_0509_TG_BG
 481_0406_TG_BG

 Ref.B.US.98.1058_11.AY331295
 B.US.x.ES9_2.EU807790
 236_0605_TG_BG

 237_1002_VS_BG
 492_0107_TG_BG

 B.US.97.1013_03.AY331287
 488_0909_TG_BG

 585_0406_TG_BG
 351_0406_TG_BG

 355_0406_TG_BG
 315_0208_TG_BG

 576_0406_TG_BG
 320_0409_TG_BG
 427_0406_TG_BG

 460_0108_TG_BG
 804_0708_TG_BG

 432_0407_TG_BG
 B.AU.03.PS2008_Day182.DQ676875

 522_0908_TG_BG
 920_0109_TG_BG

 Ref.B.TH.90.BK132.AY173951
 Ref.B.FR.83.HXB2_LAI_IIIB_BRU.K03455

 437_0406_TG_BG
 B.CO.01.PCM001.AY561236

 494_0106_TG_BG
 B.BR.02.02BR011.DQ358809

 594_0309_TG_BG
 B.TH.96.M149.DQ354119

 553_0909_TG_BG
 564_0707_TG_BG

 B.KR.04.04KYR8.DQ295196
 759_1107_TG_BG
 756_0808_TG_BG

 801_0808_TG_BG
 1026_1209_TG_BG

 1031_0909_TG_BG
 B.US.97.ARES2.AB078005

 617_0706_TG_BG
 B.US.97.1006_08.AY331284

 749_0709_TG_BG
 B.DK.04.PMVL_012.EF514699

 651_1208_TG_BG
 996_0609_TG_BG

 1055_1209_TG_BG
 B.DK.01.CTL_030.EF514708

 819_0708_TG_BG
 Ref.B.NL.00.671_00T36.AY423387

 986_0609_TG_BG
 1047_1009_TG_BG

 914_1208_TG_BG
 B.DO.05.05DO_160884.EU839597
 934_1009_TG_BG

 B.DK.04.PMVL_025.EF514702
 B.US.x.F7204.DQ886033
 935_0209_TG_BG

 B.BR.03.BREPM1024.EF637056
 976_0609_TG_BG
 B.BR.03.BREPM1028.EF637053

 1006_0709_GT_BG
 B.AR.00.ARMS008.AY037269

 442_0309_TG_BG
 B.BR.04.BREPM1070.FJ195086
 443_0605_TG_BG

 1037_1009_TG_BG
 Ref.CPZ.US.85.CPZUS.AF103818

100

100

100

96

80
93

86
88

82

74

74

64

63

59

59

57

56

54

54

54

52

0.005

 922_1209_TG_BG
 953_0609_TG_BG

 903_1009_TG_BG
 901_1208_TG_BG

 904_0209_TG_BG
 832_0708_TG_BG

 591_0706_TG_BG
 649_1206_TG_BG

 815_0708_TG_BG
 589_0407_TG_BG
 893_1208_TG_BG
 408_0406_TG_BG

 541_0407_TG_BG
 670_0408_TG_BG

 512_0407_TG_BG
 799_0208_TG_BG

 517_0707_TG_BG
 511_0408_TG_BG

 526_0406_TG_BG
 538_0607_TG_BG

 638_0108_TG_BG
 423_0907_TG_BG

 404_1003_VS_BG
 604_0406_TG_BG

 615_0807_TG_BG
 776_0208_TG_BG

 956_0409_TG_BG
 394_0203_VS_BG

 574_1205_TG_BG
 100_1004_VS_BG

 375_0902_VS_BG
 558_0905_TG_BG

 426_0507_TG_BG
 387_0108_TG_BG

 713_0408_TG_BG
 148_0606_TG_BG

 168_0605_TG_BG
 160_1203_VS_BG

 221_0504_VS_BG
 094_0602_VS_BG

 193_0504_VS_BG
 263_0604_VS_BG

 202_0504_VS_BG
 216_0703_VS_BG

 086_0108_TG_BG
 686_0409_TG_BG

 398_0605_TG_BG
 043_0604_VS_BG

 B.AR.02.02AR114146.DQ383746
 B.US.x.AC_59_41_Days_Seq1_fa.DQ127548

 284_0208_TG_BG
 772_0708_TG_BG

 167_0507_TG_BG
 458_0605_TG_BG
 818_0708_TG_BG
 B.ES.06.ES.EU786676

 065_0104_VS_BG
 122_1106_TG_BG

 396_1004_VS_BG
 189_0504_VS_BG

 345_0109_TG_BG
 097_1203_VS_BG

 B.US.87.5113_87.AY835758
 B.US.95.5073_95.AY835768

 461_0507_TG_BG
 436_0509_TG_BG

 481_0406_TG_BG
 Ref.B.US.98.1058_11.AY331295

 B.US.x.ES9_2.EU807790
 236_0605_TG_BG

 237_1002_VS_BG
 492_0107_TG_BG

 B.US.97.1013_03.AY331287
 488_0909_TG_BG

 585_0406_TG_BG
 351_0406_TG_BG

 355_0406_TG_BG
 315_0208_TG_BG

 576_0406_TG_BG
 320_0409_TG_BG
 427_0406_TG_BG

 460_0108_TG_BG
 804_0708_TG_BG

 432_0407_TG_BG
 B.AU.03.PS2008_Day182.DQ676875

 522_0908_TG_BG
 920_0109_TG_BG

 Ref.B.TH.90.BK132.AY173951
 Ref.B.FR.83.HXB2_LAI_IIIB_BRU.K03455

 437_0406_TG_BG
 B.CO.01.PCM001.AY561236

 494_0106_TG_BG
 B.BR.02.02BR011.DQ358809

 594_0309_TG_BG
 B.TH.96.M149.DQ354119

 553_0909_TG_BG
 564_0707_TG_BG

 B.KR.04.04KYR8.DQ295196
 759_1107_TG_BG
 756_0808_TG_BG

 801_0808_TG_BG
 1026_1209_TG_BG

 1031_0909_TG_BG
 B.US.97.ARES2.AB078005

 617_0706_TG_BG
 B.US.97.1006_08.AY331284

 749_0709_TG_BG
 B.DK.04.PMVL_012.EF514699

 651_1208_TG_BG
 996_0609_TG_BG

 1055_1209_TG_BG
 B.DK.01.CTL_030.EF514708

 819_0708_TG_BG
 Ref.B.NL.00.671_00T36.AY423387

 986_0609_TG_BG
 1047_1009_TG_BG

 914_1208_TG_BG
 B.DO.05.05DO_160884.EU839597
 934_1009_TG_BG

 B.DK.04.PMVL_025.EF514702
 B.US.x.F7204.DQ886033
 935_0209_TG_BG
 B.BR.03.BREPM1024.EF637056

 976_0609_TG_BG
 B.BR.03.BREPM1028.EF637053
 1006_0709_GT_BG
 B.AR.00.ARMS008.AY037269

 442_0309_TG_BG
 B.BR.04.BREPM1070.FJ195086
 443_0605_TG_BG

 1037_1009_TG_BG
 Ref.CPZ.US.85.CPZUS.AF103818

100

100

100

96

80
93

86
88

82

74

74

64

63

59

59

57

56

54

54

54

52

0.005

 922_1209_TG_BG
 953_0609_TG_BG

 903_1009_TG_BG
 901_1208_TG_BG

 904_0209_TG_BG
 832_0708_TG_BG

 591_0706_TG_BG
 649_1206_TG_BG

 815_0708_TG_BG
 589_0407_TG_BG
 893_1208_TG_BG
 408_0406_TG_BG

 541_0407_TG_BG
 670_0408_TG_BG

 512_0407_TG_BG
 799_0208_TG_BG

 517_0707_TG_BG
 511_0408_TG_BG

 526_0406_TG_BG
 538_0607_TG_BG

 638_0108_TG_BG
 423_0907_TG_BG

 404_1003_VS_BG
 604_0406_TG_BG

 615_0807_TG_BG
 776_0208_TG_BG

 956_0409_TG_BG
 394_0203_VS_BG

 574_1205_TG_BG
 100_1004_VS_BG

 375_0902_VS_BG
 558_0905_TG_BG

 426_0507_TG_BG
 387_0108_TG_BG

 713_0408_TG_BG
 148_0606_TG_BG

 168_0605_TG_BG
 160_1203_VS_BG

 221_0504_VS_BG
 094_0602_VS_BG

 193_0504_VS_BG
 263_0604_VS_BG

 202_0504_VS_BG
 216_0703_VS_BG

1986 - 1999

САМОСТОЯТЕЛНА Ф ИЛОГЕНЕТИЧНА ГРУПА

 086_0108_TG_BG
 686_0409_TG_BG

 398_0605_TG_BG
 043_0604_VS_BG

 B.AR.02.02AR114146.DQ383746
 B.US.x.AC_59_41_Days_Seq1_fa.DQ127548

 284_0208_TG_BG
 772_0708_TG_BG

 167_0507_TG_BG
 458_0605_TG_BG
 818_0708_TG_BG

 B.ES.06.ES.EU786676
 065_0104_VS_BG

 122_1106_TG_BG
 396_1004_VS_BG

 189_0504_VS_BG
 345_0109_TG_BG

 097_1203_VS_BG
 B.US.87.5113_87.AY835758

 B.US.95.5073_95.AY835768
 461_0507_TG_BG

 436_0509_TG_BG
 481_0406_TG_BG

 Ref.B.US.98.1058_11.AY331295
 B.US.x.ES9_2.EU807790
 236_0605_TG_BG

 237_1002_VS_BG
 492_0107_TG_BG

 B.US.97.1013_03.AY331287
 488_0909_TG_BG

 585_0406_TG_BG
 351_0406_TG_BG

 355_0406_TG_BG
 315_0208_TG_BG

 576_0406_TG_BG
 320_0409_TG_BG

 427_0406_TG_BG
 460_0108_TG_BG

 804_0708_TG_BG
 432_0407_TG_BG

 B.AU.03.PS2008_Day182.DQ676875
 522_0908_TG_BG

 920_0109_TG_BG
 Ref.B.TH.90.BK132.AY173951

 Ref.B.FR.83.HXB2_LAI_IIIB_BRU.K03455
 437_0406_TG_BG

 B.CO.01.PCM001.AY561236
 494_0106_TG_BG

 B.BR.02.02BR011.DQ358809
 594_0309_TG_BG

 B.TH.96.M149.DQ354119
 553_0909_TG_BG

 564_0707_TG_BG
 B.KR.04.04KYR8.DQ295196

 759_1107_TG_BG
 756_0808_TG_BG

 801_0808_TG_BG
 1026_1209_TG_BG

 1031_0909_TG_BG
 B.US.97.ARES2.AB078005

 617_0706_TG_BG
 B.US.97.1006_08.AY331284

 749_0709_TG_BG
 B.DK.04.PMVL_012.EF514699

 651_1208_TG_BG
 996_0609_TG_BG

 1055_1209_TG_BG
 B.DK.01.CTL_030.EF514708

 819_0708_TG_BG
 Ref.B.NL.00.671_00T36.AY423387

 986_0609_TG_BG
 1047_1009_TG_BG

 914_1208_TG_BG
 B.DO.05.05DO_160884.EU839597
 934_1009_TG_BG

 B.DK.04.PMVL_025.EF514702
 B.US.x.F7204.DQ886033
 935_0209_TG_BG

 B.BR.03.BREPM1024.EF637056
 976_0609_TG_BG
 B.BR.03.BREPM1028.EF637053

 1006_0709_GT_BG
 B.AR.00.ARMS008.AY037269

2006 - 2009

 442_0309_TG_BG
 B.BR.04.BREPM1070.FJ195086
 443_0605_TG_BG

 1037_1009_TG_BG
 Ref.CPZ.US.85.CPZUS.AF103818

100

100

100

96

80

93

86
88

82

74

74

64

63

59

59

57

56

54

54

54

52

0.005

А В C
Фигура 11 (А, В и С). Филогенетично дърво само от НІV-1 субтип В изолирани до
2009 г.

А В C
Начин на инфектиране Място на инфектиране            Година на регистрация

..... МСМ …. София ..... 1986 – 1995

..... Венозни наркомани …. Варна ..... 1996 – 1999

..... Кръвни продукти ..... Бургас ..... 2000 – 2005

..... Новородени ..... Пловдив ..... 2006 – 2009

..... Хетеросексуални ..... Севенра България
..... Южна България
..... Чужбина
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Фиг. 11 (А, В и С). Филогенетично дърво от българските секвенции, изолирани
до 2009 г. (само субтип В). Използвана е програма за филогенетичен анализ MEGA-4 с
алгоритъм maximum likelihood (ML) по метода Neighbor-Joining (NJ) и с bootstrap
анализ с 1000 повторения, модел за изчисляване на нуклеотиди и Kimura 2-parameter.
Филогенетичното дърво съдържа 104, секвенции изолирани в България и 28
референтни секвенции субтип В от Los Alamos. Дължината на разклоненията е
изчислена с помощта на модел за замяна на най-добре пасващ нуклеотид (the best fitting
nucleotide substitution model) съгласно теста за съотношение на йерархичния модел и е
означено с линия и цифрова индикация в долния ляв ъгъл на фигурата (0,005) за
заменени нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions per site). Цветовете на
разклоненията изобразяват начин на инфектиране, година на регистрация или място на
инфектиране, според легендата към фигурата.

· НІV-1 субтип В.
Изследванията върху произхода на НІV-1 субтип В показват, че исторически той

произхожда от субтип D. На Хаити е установена най-старата НІV-1 субтип В епидемия
извън Африка и вероятно от там вирусните линии са разпространени в САЩ и Европа.
Според изследванията,  НІV-1 група М,  субтип В е бил пренесен от Африка на Хаити
около 1966 г., след това се е разпространил на Хаити, преди да се осъществи единично
въвеждане на тази вирусна линия към САЩ, откъдето впоследствие, субтип В  е
пренесен по целия свят (Thomas M., Worobey M et al., 2007).

Резултатите от нашите изследвания показват, че субтип В е най-често срещаната
генетична форма на НІV-1 в България и е установен при 104 (50,24%) от 207
изследвани пациенти, 85 (81,73%) от тях са мъже и 19 (18,27%) са жени. Повечето лица,
64 (61,54%) на брой, са инфектирани по хетеросексуален път, 32 (30,77%) са МСМ, 3
(2,88%) са хемофилици, инфектирани с кръвни продукти, 4 (3.85%) са венозни
наркомани и 1 (0,96%) е новородено бебе, инфектирано по вертикален път от своята
майка.  Девет (8,65%)  от общо 104  души носители на субтип В съобщават,  че са
придобили инфекцията в чужбина, по един в Англия, Гърция, Италия, ЮАР, Румъния и
Испания,  двама в Германия и един пациент не е посочил името на страната, в която се
е инфектирал.  Въпреки,  че в ЮАР доминира субтип С с повече от 97%  от
публикуваните секвенции (Bredell,  H.  et  al.,  1998)  лицето,  което съобщава,  че е
инфектирано там със секвенция 202_0504_VSBG е носител на НІV-1 субтип В (фиг. 5,
11 и табл. 3 А и В).

В допълнение към анализа със стандартните референтни секвенции от Лос
Аламос (фиг 5, 6, 7 и 8), за по-детайлно разкриване на молекулярно вирусологичните
характеристики на НІV-1  субтип В епидемията в България,  беше извършен
филогенетичен анализ и с разширен набор от 247 референтни НІV-1 субтип В
секвенции от базите данни на Лос Аламос (фиг 10 и 11). Големият брой секвенции на
това филогенетично дърво го прави претрупано, но въпреки това, ясно се вижда
разположението на българските секвенции сред референтните секвенции, изолирани в
различни краища на света. Поради невъзможността това филогенетично дърво да се
разглежда в детайли, беше построено ново филогенетично дърво, от 104 български
секвенции с 28 подбрани референтни НІV-1 субтип В секвенции, които имат най-
голямо филогенетично сходство с българските секвенции (фиг.  11  (А,  В и С)).
Подборът на референтните секвенции беше извършен, чрез последователно
построяване на филогенетични дървета и постепенно отпадане на филогенетично
отдалечените референтни секвенции.

Анализът на построените филогенетични дървета показва, че българските
секвенции от субтип В са широко разпръснати сред различните референтни секвенции.
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Тези резултати сочат, че НІV-1 епидемията в България се отличава от тази в Западна
Европа и Северна Америка по голямата генетична разнородност на циркулиращите
вируси, дори в рамките само на субтип В. За разлика от България, където субтип В
присъства само при около половината от изследваните пациенти с НІV-1 инфекция,
вирусите от субтип B доминират в много по-голяма степен в Западните страни и се
среща при над 98% от инфектираните в САЩ, 91% в Германия и 82% във Франция
(Takeuchi, H. et al., 2002; Beerenwinkel, N. et al., 2002; Saurya, S. et al., 2003) (фиг. 12.).

Фиг.  12.  Разпространение на НІV-1  субтипове и CRFs  в САЩ,  Германия,
Франция, Кипър и Гърция (по данни на Лос Аламос – географско разпространение, май
2010 г.).

За разлика от Северна Америка, Западна Европа и Австралия, в съседните
страни на България от Централна и Източна Европа,  както и на Балканите,  се
наблюдава нееднородна картина от различни генетични форми на НІV-1, включващи
разнообразни субтипове и CRFs. Разглеждайки циркулиращите генетични варианти на
НІV-1 в района на Балканите, най-близко до нашата страна са Гърция и Кипър. В
Гърция 71 % от всички генетични форми на НІV-1 са субтип В (Papa, A. et al. 2002) и
съответно 41% в Кипър (Kousiappa, I. et al., 2009). Някои от тези държави са развили
уникални НІV-1 епидемии по отношение на молекулярно-епидемиологичните
характеристики на циркулиращите вируси. Вероятно това е обусловено от
ограниченията в движението на хората преди 1989 г. и специфичните социално
икономически особености на района.

Филогенетичен анализ на НІV-1 субтип В върху начина на предаване на
инфекцията.

Епидемиологичните данни върху изследваните пациенти показват, че
инфектирането с НІV-1 субтип В в България се осъществява по няколко основни
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пътища на предаване на инфекцията: чрез хетеро и хомосексуални контакти, чрез
венозна употреба на наркотици, при преливане на кръвни продукти в миналото и по
вертикален път. На филогенетичното дърво (фиг. 11 (А)), с различни цветове са
обозначени различните пътища на предаване на инфекцията. От филогенетичния
анализ се установява, че секвенциите изолирани от пациенти, инфектирани по различен
път на предаване на вируса, са разбъркани на филогенетичното дърво. Открояват се
няколко самостоятелни разклонения от вирусни секвенции, изолирани от пациенти
инфектирани по хетеросексуален път, но те са разположени сред секвенции от
пациенти, инфектирани по друг начин. Това смесване на разклоненията върху
филогенетичното дърво сочи, че сред различните уязвими групи от населението в
България циркулират вирусни линии НІV-1 субтип В със сходни филогенетични
характеристики.

В горната част на това филогенетично дърво се откроява една група секвенции в
самостоятелно разклонение, в което не попада нито една от референтните секвенции.
Българските секвенции в това разклонение са от пациенти, инфектирани посредством
трансфузия на кръвни продукти, хетеро, както и хомосексуални контакти. Вероятно,
вирусите от тази група са претърпели дивергенция вследствие на самостоятелно
еволюционно развитие с генетично отдалечаване от референтните и останалите
български секвенции, включени в изследването.

Филогенетичен анализ на НІV-1 субтип В върху мястото на инфектиране на
пациентите.

Епидемиологичните данни за мястото на инфектиране на пациентите с НІV-1
субтип В показват,  че в различни географски райони на страната и света циркулират
вирусни линии със специфични филогенетични качества (фиг. 11  (В)). В горната чaст
на филогенетичното дърво е обособено разклонение, съставено от вирусни секвенции,
изолирани от лица, инфектирани в София и Северна България. Това разклонение е
филогенетично свързано с друго разклонение от лица от гр. Варна и гр. Бургас, заедно с
пациенти инфектирани в чужбина. По- надолу върху филогенетичното дърво са
разположени разклонения, произхождащи от различни географски области на страната
и чужбина. Обособено е едно разклонение от 7 секвенции, шест от които са от Варна и
една секвенция изолирана от пациент от гр. Русе. В долната част на филогенетичното
дърво се позиционират секвенции от различни географски области на страната и от
чужбина. Три секвенции от лица от София и Варна са в основата на филогенетичното
дърво, заедно с една референтна секвенция от Бразилия и се отличават с голяма
филогенетична отдалеченост от всички останали секвенции.

Филогенетичен анализ на НІV-1 субтип В върху годината на регистрация
на пациентите.

Изолираните вирусни секвенции  са разделени на четири групи според годината
на регистрация на пациентите с НІV-1 субтип В. През периода 1986 – 1995 г. са
регистрирани 8 (7,69%) лица с НІV-1 субтип В, през 1996 – 1999 г. 11 (10,58%) лица,
през 2000 – 2005 г. 43 (41,35%) лица и през 2006 – 2009 г. 42 (40,38%) лица.

 Въпреки, че не са извършвани изследвания със специализиран тест за
установяване на ранна НІV-1 инфекция върху изследвани тук пациенти, данните за
негативния НІV тест от историята на някои от лицата и изследванията за НІV с
диагностична цел, при други пациенти от една страна, и необходимото време за
прогресия на инфекцията без лечение от друга страна при лица с висок вирусен товар,
ни дават основание да приемем, че в голямата си част пациентите са инфектирани по
реда на тяхната регистрация от 1986 г. до 2009 г. Съгласно това, беше възприето, че по-
рано регистрираните лица с НІV-1 са инфектирани по-рано през годините на
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епидемията и обратно, по-късно са регистрирани пациентите, които са се инфектирали
по-късно.

На филогенетичното дърво (фиг. 11 (С)) с различни цветове са обозначени
различните години на регистрация на пациентите. Филогенетичният анализ показва, че
секвенциите изолирани от пациенти, регистрирани в ранните години на НІV-1 субтип В
епидемията, 1986 – 1995 г. и 1996 – 1999 г. са позиционирани в централната част върху
филогенетичното дърво, докато секвенциите от 2000 – 2005 г. и 2006 – 2009 г. са
разположени в двата края, в периферията на филогенетичното дърво, която се явява
филогенетично най-млада. Едно монофилетно разклонение е съставено изцяло само от
секвенции изолирани от пациенти регистрирани от 1986 - 1999 г и е част от
секвенциите, които съставят разклонение от самостоятелна филогенетична група,
генетично отдалечена от останалите български и референтните секвенции (фиг 11 (С)).

В средата на филогенетичното дърво, в рамките на няколко отделни
разклонения, присъстват секвенции с близки филогенетични характеристики,
изолирани от пациенти, регистрирани в целия период на епидемията 1986 - 2009 г.
Такова позициониране върху филогенетичното дърво не изключва инфектиране на
нови лица от отдавна регистрирани пациенти, въпреки, че не би моглa да бъде доказана
пряка връзка между тези лица само на базата на такова филогенетично изследване.

Съобразно датите на регистрация на лицата с НІV-1 субтип В, с помощта на
филогенетичния анализ беше установено наличието на вирусни разклонения
адресирани към ограничени времеви рамки от историята на епидемията в България.

Филогенетичният анализ върху епидемиологичните данни за времето на
регистрация на пациентите подкрепя резултатите от изследванията с молекулярния
часовник, въпреки че при анализа с алгоритъм (NJ) не са заложени параметри за такива
изчисления, както при анализа с алгоритъм за молекулярен часовник.

Добавяне на секвенции от BLAST search при филогенетичния анализ.
За по-детайлен филогенетичен анализ и за да бъдат установени филогенетично

най-близките секвенции на българските секвенции НІV-1 субтип В, изолирани през
2008 г. и 2009 г., беше направен и BLAST search в световната бази данни с актуалните
публикувани секвенции до края на 2009 г. (фиг. 7 и 8).

На филогенетичните дървета от 2008 г. и 2009 г. освен референтните секвенции
от Лос Аламос са включени и няколко секвенции от световните бази данни.

На филогенетичното дърво от секвенции, изолирани през 2008 г., освен
референтните секвенции, до българските секвенции се позиционираха вирусни изолати
от Полша, Сърбия и Испания. Секвенциите от субтип В, изолирани през 2008 г. са
групирани в три отделни разклонения,  а в основата на субтип В стои една българска
секвенция, разположена в самостоятелно клонче, заедно с референтна секвенция от
Холандия. Най-многобройната група от единадесет последователно разклоняващи се
български секвенции, са разположени в една група със секвенцията от Полша и една
референтна секвенция от САЩ.  Две секвенции изолирани от двама мъже –  МСМ,  за
които няма епидемиологични данни да са партньори са със 100 % стойности от
статистическия анализ с bootstrap и в едно разклонение със секвенция изолирана в
Сърбия (Vercauteren, J. et al., 2009), стойности от bootstrap анализ 99%. Данните за
молекулярната епидемия на НІV-1 в Сърбия показват, че сред населението на тази
съседна на България страна циркулират предимно субтип В вируси. Останалите
български секвенции по своето сходство са позиционирани в групи заедно с
референтните НІV-1 субтип В секвенции от Холандия и Франция.

Анализът на данните за субтип В от филогенетичното дърво, построено от
българските секвенции изолирани през 2009 г. (фиг. 8). показва наличие на голяма
филогенетична дивергенция между българските секвенции и сходство с референтните



30

секвенции от САЩ, Франция, Тайланд, Канада и с една секвенция от Испания, открита
в BLAST search. На две разклонения са позиционирани по две секвенции от мъже МСМ
със стойности от bootstrap анализ 99%. За двама от тях няма данни за връзка между
лицата, но при другите две лица е доказана пряка връзка. Единият от тях е придобил
НІV-1  инфекцията от своя партньор и това беше документирано с помощта на
серологични и молекулярно-биологични изследвания, при което беше наблюдавана
сероконверсия след необезопасен сексуален контакт. И при двете разклонения, правят
впечатление късите хоризонтални линии след разклоняването. Това в значителна
степен потвърждава сравнително скорошна НІV-1 инфекция, поради факта, че при
филогенетичния анализ, дължината на разклоненията зависи от степента на еволюция,
изразена в замяна на нуклеотиди на дадени позиции във вирусния геном. Въпреки, че
не може да се правят такива заключения само на базата на филогенетичен анализ с NJ
метода, при който молекуларният часовник не е приоритетно заложен в алгоритмите за
оценка на филогенетичното дърво, поне при едната двойка партньори неотдавна
настъпилата  инфекция беше документирана след сероконверсия.

На филогенетичното дърво се позиционира една секвенция изолирана в
Испания. Тя попада в едно разклонение, заедно с две български секвенции от мъж и
жена от Варна, като няма данни за връзка между лицата.

· НІV-1 субтип А1.
Съседните страни от Балканския полуостров и страните от бившия Съветски Съюз

са със значително присъствие на НІV-1 субтип А1. В  Албания, субтип А1 се среща при
56.1% от носителите на НІV-1 инфекцията, в Гърция 14,5%, в Кипър 33,5%, в Латвия
субтип А1 се среща при 92%, следван от субтип В с 7,5% (Balode, D. et al., 2004), в
Молдова 100% от публикуваните секвенции са субтип А1 (Pandrea, I. et al., 2001), в
Беларус субтип А1 се среща при 48,8% от инфектираните пациенти, следван от CRF
03_AB с 45,1% (Vazquez de Parga, E. et al., 2005), в Украйна субтип А1 се среща при
75% от инфектираните, следван от субтип В с 21% (Novitsky, V.A. et al., 1998), а в
Русия 69,6% от инфектираните са носители на субтип А1, следван от субтип G с 11,7%
(Lukashov, V.V. et al., 1999, Smolskaya T. et al., 2006).

Вирусите от субтип А1 са вторият по честота на срещане „чист” субтип с 18
(8,7%)  от общо 207  изследвани секвенции,  15  от тях са изолирани от мъже,  а 3  са от
жени.  Повечето пациенти -  12   на брой са инфектирани по хетеросексуален път,  2  са
МСМ, 2 са венозни наркомани и 2 пациенти са хемофилици, инфектирани с кръвни
продукти. Пет лица посочват, че са инфектирани в чужбина (табл. 3 А и В).

Данните от регистрацията на пациентите показват, че само три лица с НІV-1
субтип А1 са регистрирани до 1999 г. и един пациент през 2001 г., а останалите 14 лица
са регистрирани след 2003 г. Въз основа на епидемиологичните данни и
филогенетичния анализ и анализа с молекулярния часовник се установи, че НІV-1
субтип А1 епидемията в основната си част се дължи на по-късното въвеждане на тези
вируси в България в сравнение с НІV-1 субтип В.

Осемдесет и шест HIV-1 секвенции изолирани до 2006 г. бяха анализирани от
нас, съвместно с международен екип от специалисти и резултатите бяха публикувани в
две отделни публикации в AIDS Research  and  Human Retroviruses  (фиг.  1,  2  и 3).  При
тези изследвания бяха класифицирани 83 (96,51%) от общо 86 изследвани секвенции.
Присъствието на субтип А1 в тези изследвания беше оценено на 18 броя или 21,69%, а
CRF 01_AE на 5 (6,02%). Впоследствие в световните бази-данни беше извършена
преоценка на някои референтни секвенции, като субтип А и Е и част от тях бяха
прекласифицирани като CRF 01_AЕ. Това прекласифициране се отрази и на някои от
българските секвенции, изолирани до 2006 г. Поради тази промяна, всички секвенции
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бяха преанализирани отново заедно с останалите секвенции изолирани до 2009 г. (I.
Alexiev,  2009).  Резултатите от изследванията извършени след описаната промяна в
класификацията на българските секвенции изолирани до 2006 г. са представени на
филогенетичното дърво на фиг. 5. Изследванията върху секвенциите, изолирани през
2007 до декември 2009 г. са представени на съответните филогенетични дървета на
(фиг. 6 до 11 и фиг. 13, 15 и 16).

Установените НІV-1 субтипове и рекомбинантни форми на секвенциите,
изолирани в България до 2006 г. са потвърдени и от филогенетичния анализ, извършен
от специалисти от Лос Аламос и са публикувани в международните бази данни.
http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/geo/geo.comp?form=all&organism=HIV-
1&region=bg&path=/home/httpd/htdocs/components/sequence/HIV/geo.

 При последващото преанализиране на същата група секвенции с Интернет-
базирани инструменти за субтипиране и с мануалния филогенетичен анализ беше
установено, че субтип А1 е представен от 6 (6,98%) секвенции, а CRF 01_AЕ от 18
(20,93%) от общо 86 (100%) успешно субтипирани секвенции (фиг. 5 и 13).

Филогенетичният анализ на вирусните изолати, изследвани до края на 2006 г.
показва, най-близки до българските секвенции са референтните секвенции, изолирани в
Уганда и Руанда (фиг. 5.). Двама пациенти са инфектирани с кръвни продукти, други
две лица, съобщават, че са придобили инфекцията в чужбина, единият в Нигерия, а
другият в Гърция. Секвенцията от лицето, инфектирано в Нигерия е позиционирана в
основата на разклонението субтип А1, което показва, че този вирус е филогенетично
най-стар.

Изследванията проведени през 2007 г. класифицираха пет секвенции като НІV-1
субтип А1 (фиг. 6). Три от българските секвенции са в самостоятелна група в основата
на разклонението субтип А1. Останалите две български секвенции попадат в обща
група заедно с референтните секвенции. Както на филогенетичното дърво от секвенции
изолирани до 2006 г., така и при анализа на секвенции, изолирани през 2007 г. се
установи, че българските секвенции са в основата на субтип А1 разклонението.

Филогенетичният анализ на секвенциите изолирани до края на 2008 г.
класифицира 3 секвенции като НІV-1 субтип А1 (фиг. 8). Две от българските секвенции
са в основата на разклонението субтип А1. Един пациент съобщава, че се е инфектирал
с НІV-1 в Русия, където субтип А1 е широко разпространен. Една от секвенциите,
687_0708_TGBG e от МСМ и е особено близка до секвенция, изолирана в Гърция
(стойности от bootstrap анализа 99%). Същият пациент е инфектиран от своя партньор
МСМ, работил няколко години в Гърция (секвенция 673_0409_TGBG на
филогенетичното дърво от секвенции изолирани през 2009 г. фиг. 8). Придобиването на
НІV-1 инфекцията от пациента със секвенция 687_0708_TGBG е документирано в НПЛ
по НІV с изследвания, доказващи сероконверсия. Секвенциите на двамата партньори
попадат в едно разклонение, заедно с гръцката и още една българска секвенция на
филогенетично дърво от българските секвенции изолирани до 2009 г. построено само
от „чисти” субтипове, без субтип В и CRFs (фиг. 9).

През 2009 г. са изолирани четири секвенции, класифицирани като субтип А1
(фиг. 8). Една от тях, от НІV-1 носител, придобил инфекцията в чужбина, проявява
значително филогенетично сходство към секвенция изолирана в Италия. Две
секвенции, едната от които е от пациент, инфектиран в Гърция, са с голямо
филогенетично сходство (стойности от bootstrap анализа 99%). Същите секвенции
попадат в едно разклонение на филогенетичното дърво построено само от „чисти”
субтипове, без субтип В и CRFs (фиг. 9).

На филогенетично дърво от българските секвенции, изолирани до 2009 г.
построено само от „чисти” субтипове, без субтип В и CRFs (фиг. 9) ясно се открояват
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няколко самостоятелни монофилетни разклонения със стойности от bootstrap анализа
над 70%. Това разпределение в топологията на филогенетичното дърво, както и
епидемиологичните данни за инфектиране на поне 5 души с НІV-1 субтип А1 извън
страната потвърждава резултатите от изследването с молекулярен часовник и
миграционен модел, от една страна за късно въвеждане на субтип А1 в България и от
друга страна за многократното и независимо въвеждане на тези вирусни линии в
страната.

· НІV-1 субтип С.
Смята се, че субтип С е най-разпространената генетична форма на НІV-1 група

М в света. Най-голямо разпространение на НІV-1 субтип С се среща в Африка и Азия,
където има и най-много носители на НІV-1. В Африка, от близо 60 хиляди публикувани
секвенции в световните бази данни,  38,8%  са субтип С,  на второ място е субтип А с
26,6% следвани от голямо разнообразие на субтипове и рекомбинантни форми. В Азия
най-разпространената генетична форма на НІV-1 е CRF 01_AE с 33,5%, следвана от
субтип В с 30,7%  и субтип С с 26,1%.  В Европа,  субтип С се среща при 2,5%  от
носителите на НІV-1.

В нашето изследване се установи, че 9 (4.35%) от общо 207 изследвани
секвенции са НІV-1 субтип С. Осем от тях са от мъже и една секвенция е изолирана от
жена. Четири лица с НІV-1 субтип С са регистрирани до 1990 г., едно лице през 1996 г.
и четири лица са регистрирани в периода 2000 г. 2008 г. Един от пациентите е
хемофилик, заразен с кръвни продукти, едно бебе е инфектирано по вертикален път от
своята майка, а останалите 7 лица са инфектирани по хетеросексуален път. Един от
инфектираните съобщава, че е придобил инфекцията в чужбина.

На фиг. 5, 6, 7, 8 и 9 са представени филогенетичните дървета, на които са
позиционирани секвенциите от субтип С, изолирани през 2006 г. до 2009 г. Една
българска секвенция е в основата на цялото разклонение НІV-1 субтип С и вероятно
това е филогенетично най-старата генетична форма в тази група. Епидемиологичните
данни показват, че тази секвенция е изолирана от пациент регистриран през 1986 г.
като носител на НІV-1 и това е едно от първите регистрирани лица с НІV-1 инфекция в
България. Това потвърждава позиционирането на секвенцията върху филогенетичното
дърво и вероятността тази генетична форма да е представител на филогенетично стар
вирусен вариант, дори в сравнение с референтните НІV-1 субтип С секвенции.

· НІV-1 субтип F1
Субтип F1 не е много разпространен в Европа с изключение на Румъния, където

се среща при 98,7%  от носителите на НІV-1  инфекция (Op  De  Coul,  E.  et  al.,  ).  В
основната си част, НІV-1 епидемията в тази съседна на България страна е била
разпространена с лоши медицински практики в миналото. Интересно е да се отбележи,
че въпреки близостта на Румъния до нашата страна, в BLAST search не бяха открити
румънски субтип F1 секвенции филогенетично сходни до субтип F1 секвенциите
изолирани в България. Възможно е това да е следствие от ограниченото движение на
хора между двете страни преди 1990 г., което е попречило на преноса на F1 вируси от
Румъния към България.

Субтип F1 е на четвърто място с 9 (4,35%) от общо 207 изследвани секвенции,
пет от тях са изследвани до 2006  г.  и по две през 2007  г.  и 2009  г.  (фиг.  5,  6,  7  и 8).
Всички пациенти са придобили инфекцията по хетеросексуален път и вероятно това
обяснява равномерното разпределение по пол: 4 секвенции са изолирани от мъже и 5 от
жени. Двама от инфектираните са от София, трима са от малко село до гр Монтана,
един от които се е инфектирал в чужбина, а останалите лица с НІV-1 F1 са от гр. Варна
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и гр. Бургас. Филогенетичният анализ показва, че една от българските секвенции е в
отделно разклонение от останалите български секвенции субтип F1 и има най-голямо
филогенетично сходство със секвенция изолирана в Италия открита в BLAST search.
Останалите 8 български секвенции са в едно разклонение, заедно със секвенции от
Франция и Италия (фиг. 9).

· НІV-1 субтип G
НІV-1 субтип G не е често срещан в Европа, обикновено, тези вируси се внасят

от хора инфектирани в Африка. Най-засегнатите страни на европейския континент от
субтип G  са Португалия,  Испания и Италия.  В Португалия,  където има голямо
разнообразие на генетични форми на НІV-1, внасяни от имигрантите от Африка, субтип
G доминира с 46,5%, следван от субтип В с 27,21% (Esteves, A. et al., 2002). В Испания
и Италия, субтип G се среща при 2,7% и съответно при 2,3% от инфектираните
пациенти (Holguin, A., et al., Monno, L. et al., 2000).

В България, субтип G беше установен при 4 (1,93%) инфектирани с НІV-1 лица,
двама мъже и две жени,  всички те са регистрирани след 2000  г.  Трима от тях са
инфектирани, чрез хетеросексуална трансмисия и едно новородено бебе е инфектирано
по вертикален път от своята майка. Двама от пациентите са придобили инфекцията в
чужбина, единият от тях в Нигерия, а другият не е посочил страна. Секвенциите са
представени на филогенетичните дървета на фигурите 5, 6, 7, 8 и 9. Освен стандартните
референтни секвенции в анализа бяха добавени и филогенетично сходни секвенции от
BLAST search. Две от българските секвенции попадат в едно разклонение с референтна
секвенция от Португалия със стойности от bootstrap анализа 98%, а друга от
българските секвенции от лице инфектирано в Нигерия е филогенетично сходна със
секвенция от Сърбия открита в Blast search, стойности от bootstrap анализа 84%.

· НІV-1 субтип H
Световното разпространение на НІV-1 субтип Н изглежда ограничено и броят на

публикуваните секвенции в световните бази данни към февруари 2010 г. не надвишава
300 броя. В Африка са изолирани най-много вируси с тази генетична форма, а в Европа,
където към февруари 2010  г.  са  публикувани едва 58  НІV-1  субтип Н секвенции,
страните с най-много установени случаи на НІV-1 субтип Н са Белгия и
Великобритания съответно с 13 и 11 секвенции. (Monno, L et al., 2005).

Филогенетичният анализ класифицира 2 (0,97%) от секвенциите изолирани в
България като субтип Н. Двете секвенции са изолирани от пациенти инфектирани по
хетеросексуален път, една жена и един мъж, единият от тях е регистриран през 1989 г. а
другият през 1999 г. (фиг. 5 и 9). Едната от българските секвенции е в основата на
разклонението от субтип Н и вероятно е филогенетично най-стара. Тя е изолирана от
жена инфектирана от своя съпруг, който е един от първите регистрирани НІV-1
носители в страната, регистриран през 1987 г.
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4.2.4. РАЗПРОСТРАНЕНИЕ НА РАЗЛИЧНИ ГЕНЕТИЧНИ ФОРМИ НА НІV-1 В
БЪЛГАРИЯ (ЦИРКУЛИРАЩИ, КОМПЛЕКСНИ И УНИКАЛНИ

РЕКОМБИНАНТНИ ФОРМИ)

Около една трета - 61 (29,47%) от 207 изследвани секвенции от
разпространените генетични форми на НІV-1 в България са циркулиращи
рекомбинантни и комплексни форми: Тридесет и осем (18,36%) от изолираните
секвенции са CRF 01_AE,  14 (6,76%) са CRF 02_AG, 4 (1,93%) са CRF 05_DF, 1
(0,48%) e комплексна форма 36_cpx, 1 (0,48%) е комплексна форма 04_cpx и 3 (1,45%)
секвенции не можаха да бъдат причислени към нито една група и вероятно
представляват уникални рекомбинантни форми (фиг. 13 и табл. 2 и табл. 3 А и В).
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 959 0709 TG BG

 958 0609 TG BG

 821 0808 TG BG

 656 0408 TG BG

 968 0609 TG BG

 944 0309 TG BG

 717 0309 TG BG

 619 0706 TG BG

 480 0807 TG BG

 999 0809 TG BG

 549 0805 TG BG

 372 0208 TG BG

 573 0206 TG BG

 411 0707 TG BG

 180 0606 TG BG

 635 0706 TG BG

 272 1103 VS BG

 402 1107 TG BG

 556 0206 TG BG

 393 0607 TG BG

 565 1005 TG BG

 204 1106 TG BG

 250 0104 VS BG

 382 0605 TG BG

 238 0208 TG BG

 205 1007 TG BG

 440 0907 TG BG

 178 0605 TG BG

 179 0703 VS BG

 301 1003 VS BG

 841 0109 TG BG

 455 0905 TG BG

 550 0807 TG BG

 425 0106 TG BG

 Ref.01 AE.TH.90.CM240.U54771

 Ref.01 AE.TH.93.93TH051.AB220944

 157 0203 VS BG

 258 0708 TG BG

 140 0407 TG BG

 592 0106 TG BG

01_AE

 Ref.36 cpx.CM.00.00CMNYU1162.EF087995

 Ref.36 cpx.CM.00.00CMNYU830.EF087994

 150 0307 TG BG

36_cpx

 Ref.02 AG.CM.99.pBD6 15.AY271690

 319 0809 TG BG

 322 0604 VS BG

 1041 1009 TG BG

 138 0605 TG BG

 255 0108 TG BG

 907 1108 TG BG

 908 1208 TG BG

 939 0209 TG BG

 Ref.02 AG.NG.x.IBNG.L39106

 950 0609 TG BG

 826 0808 TG BG

 859 1008 TG BG

 836 1008 TG BG

 822 0808 TG BG

 927 0609 TG BG

02_AG

 062 1202 VS BG

 Ref.04 cpx.CY.94.CY032.AF049337

 Ref.04 cpx.GR.91.97PVCH.AF119820

 Ref.04 cpx.GR.97.97PVMY.AF119819

04_cpx

 Ref.05 DF.BE.x.VI1310.AF193253

 791 0109 TG BG

 Ref.05 DF.ES.99.X492.AY227107

 040 0504 VS BG

 831 0809 TG BG

 Ref.05 DF.BE.93.VI961.AF076998

 106 1105 TG BG

05_DF

 Ref.CPZ.US.85.CPZUS.AF103818

100

91

64

99

63
72

99

60

99

95

68

89

79

75

65

93

67
87

74

55

72

70

56

97

50

53

0.005

Фиг. 13. Филогенетично дърво на НІV рекомбинантни форми от секвенциите
изолирани до 2009 г.
CRFs по цветове:   01_AE        04_cp 02_AG        36_cpx         05_DF
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Фиг. 13. Филогенетичен анализ на НІV-1 циркулиращи рекомбинантни форми от
български секвенции изолирани до 2009 г. Използвана е програма за филогенетичен
анализ MEGA-4 с алгоритъм maximum likelihood (ML) по метода Neighbor-Joining (NJ)
и с bootstrap анализ с 1000 повторения, модел за изчисляване на нуклеотиди и Kimura 2-
parameter. Филогенетичното дърво съдържа 58 секвенции изолирани в България и 13
референтни секвенциите от Los Alamos, общо 71 секвенции. Дължината на
разклоненията е изчислена с помощта на модел за замяна на най-добре пасващ
нуклеотид (the best fitting nucleotide substitution model) съгласно теста за съотношение
на йерархичния модел и е означено с линия и цифрова индикация в долния ляв ъгъл на
фигурата (0,005) за заменени нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions per
site). Цветовете на разклоненията изобразяват рекомбинантните форми на секвенциите
от легендата към фигурата.

· НІV-1 CRF 01_AE
Циркулиращата рекомбинантна форма 01_AE е сред най-разпространените

рекомбинантни форми в света.  Тя доминира в няколко държави от Южна Азия,  като
Виетнам, Тайланд, Камбоджа и Индонезия. В Европа, страната с най-голямо
присъствие на CRF 01_AE е България с 18,36%, следвана от Чехия с 5,8% (Reinis, M. et
al., 2001), Швеция и Финландия съответно с 4,6% и 6% (Karlsson, A.C. et al., 1998 и
Liitsola, K. et al., 2000).

CRF01_AE вирусите са отговорни за експлозивната епидемия в Югоизточна
Азия, особено в Тайланд, откъдето по-нататък са се разпространили в съседни страни
като Виетнам, Камбоджа, Мианмар и Китай. Срещат се с ниска честота в няколко
страни от Централна Африка, както и на други континенти и страни.

Нашите изследвания установиха, че CRF 01_AE е най-разпространената
циркулираща рекомбинантна форма в България и се нарежда на второ място след
субтип В с 38 (18,36%) от 207 изследвани секвенции 17 (44,74%) от тях са мъже и 21
(55,26%) са жени. Циркулиращите и комплексните рекомбинантни форми са
представени на  филогенетичните дървета на фигура 13, 14, 15 и 16. Повечето носители
на НІV-1 CRF 01_AE в България – 30 на брой са инфектирани по хетеросексуален път,
6 от тях са венозни наркомани и 2 са новородени инфектирани по вертикален път от
своите майки. При нито един от регистрираните пациенти инфектирани посредством
кръвни продукти или МСМ не са установени НІV-1  CRF  01_AE  вируси.  Едно лице
съобщава, че вероятното място на придобиване на инфекцията е Южна Америка. От
изследваните секвенции в нашето проучване се установи, че през първите десетина
години от НІV-1 епидемията в България не е установен нито един случай на НІV-1
инфекция с CRF 01_AE вируси. Две лица (0,97%) с НІV-1 CRF 01_AE са регистрирани
през 1995 г., през 1996 г. - 1999 г. 9 (4,35%), през 2000 - 2005 г. 15 (7,25%) и през 2006 г.
- 2009 г. 12 (5,8%) лица, това показва, че както субтип А1, така и CRF 01_AE вирусите
са въведени късно в НІV-1 епидемията в България.

На филогенетичното дърво ясно личат няколко монофилетни разклонения,
демонстриращи независимо въвеждане на самостоятелни вирусни линии НІV-1 CRF
01_AE в страната. Една секвенция, изолирана от пациент инфектиран в Южна Америка
е в основата на цялото разклонение от CRF 01_AE. Повечето стойности от bootstrap
анализа на филогенетичното дърво на фигура 13  са със стойности под 70%,  това
показва наличие на значима генетична дивергенция на тази вирусна линия в страната. В
допълнение на това, само две от българските секвенции са в разклонение  заедно с
референтните секвенции. Епидемиологичните данни показват, че в тази група има две
контактни хетеросексуални двойки и една вертикална инфекция от майка на
новородено. Секвенциите 204_1106_TG_BG и 205_0104_VS_BG, както и
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178_0605_TG_BG и 179_0703_VS_BG са от хетеросексуални двойки, а секвенцията
157_0203_VS_BG е изолирана от майката на инфектирано дете със секвенция
258_0708_TG_BG. Въпреки неопровержимите данни за връзката между тези лица,
бързата изменчивост на НІV-1 при тях е довела до значителна генетична дивергенция,
която се изразява в удължаване на разклоненията на филогенетичното дърво, дължащо
се на увеличения брой заменени нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions
per site). В най-горната част на филогенетичното дърво са позиционирани две
секвенции от венозни наркомани от едно населено място, демонстриращи високо
филогенетично сходство.

· НІV-1 CRF 02_AG
Циркулиращата рекомбинантна форма 02_AG е сложна мозайка от изменящи се

секвенции на субтипове A и G, тя вероятно е на второ място по разпространение в
света, след CRF 01_AE. Присъствието на CRF 02_AG с 6,76% от изследваните
секвенции е на второ място сред циркулиращите рекомбинантни форми и в България.
Тази рекомбинантна форма се среща най-често в Африка, на второ място в Европа и по-
рядко в САЩ. В Европа, страните с най-голямо присъствие на CRF 02_AG са Испания,
с 3,3%,  Франция, с 3,5%, Португалия, с 6,1% и Италия с 3,5% (Holguin, A. et al., 2005,
Vergne, L. et al., 2000, Kantor, R. et al., 2005 Balotta, C. 2001). Броят на  публикуваните
CRF 02_AG секвенции в световните бази данни показва, че България със своите 6,76%
е сред водещите страни по разпространение на тази генетична форма на НІV-1 в
Европа. Някои изследвания върху вирусния фитнес, скоростта, с която прогресира НІV
инфекцията показват, че CRF 02_AG е с най-голям фитнес в сравнение с основните
генетични форми на НІV-1. Установено е, че рекомбинантната форма CRF 02_AG е с
по-голям фитнес, отколкото този на нейните предшественици (чистите генетични
форми на вирусите НІV-1 субтип А и G) и по-бързо води до прогресия на заболяването.

Нашите изследвания установиха, че Циркулиращата рекомбинантна форма
02_AG е втората по честота на срещане с 14 (6,76%) от общо 207 изследвани
секвенции, 8 от тях са мъже и 6 са жени. Осем от носителите на НІV-1 CRF 02_AG са
инфектирани по хетеросексуален път, а 6 са венозни наркомани. Не са установени
вертикални инфекция или предаване чрез кръвни продукти, както и МСМ инфектирани
с CRF 02_AG. Две лица съобщават, че са инфектирани в чужбина. Данните от датите на
регистрация показват, че само три лица са регистрирани преди 2008 г., съответно през
1995, 1999 и един пациент през 2001 г., най-вероятно те са придобили инфекцията по
хетеросексуален път, а останалите 11 души са регистрирани през 2008 и 2009 г.
Епидемиологичните данни показват, че всички венозни наркомани с НІV-1 CRF 02_AG
са мъже и са от един регион,  5 от тях са от гр. Пловдив и един е от гр. Хасково. Те бяха
регистрирани като НІV-1 носители, след провеждането на кампании за безплатни
изследвания и консултации за НІV сред уязвими групи на населението през 2008 и 2009
г. Секвенциите изолирани от тази група наркомани са позиционирани в самостоятелно
разклонение с висока степен на филогенетично сходство помежду им, най-сходна до
тях е референтната секвенция изолирана в Нигерия. (фиг. 13 и 14).  Филогенетичният
анализ на вирусните изолати от венозните наркомани от Пловдив и Хасково установи,
че в посочения регион има специфична НІV-1 епидемия, в която циркулира една от
най-бързо прогресиращите генетични форми на НІV-1 -  CRF 02_AG.

На филогенетичното дърво, в самостоятелни разклонения са разположени
секвенциите на две двойки съпрузи, двама от тях 907_1108_TG_BG и 808_1208_TG_BG
са от София със стойности от bootstrap анализа от 100%. Другата двойка e от гр. Варна,
секвенции с номера 319_0809_TG_BG и 322_0604_VS_BG са със стойности от bootstrap
анализа от 95% на филогенетичното дърво на (фиг. 13 и 14) Тези две секвенции са
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разположени в отделно разклонение, заедно с референтна секвенция от Камерун,
Африка.

Разклонението CRF 02_AG има две основни разклонения, в които попадат по
една от двете референтни секвенции. В едното разклонение попадат секвенциите на
двама от съпрузите, единият от които съобщава, че вероятно е инфектиран с НІV-1 в
чужбина, без да посочва конкретната страна. В другото разклонение, заедно с
референтна секвенция от Нигерия попадат останалите български секвенции, сред които
е и секвенция от лице инфектирано в Гана, Африка.

Фиг. 14. Самостоятелно разклонение от секвенции изолирани от венозни
наркомании с НІV-1 CRF 02_AG (фрагмент от филогенетичното дърво от фиг. 13).

Наркомани
от един
регион

· НІV-1 CR04_cpx
CRF04_cpx е открита в Кипър, Гърция и една секвенция с произход от Гърция е

изолирана във Франция (Gao, F. et al., 1998, Nasioulas, G. et al., 1999,  Baxter, J.D. et al.,
2006). CRF04_cpx представлява сложна мозайка, включваща субтиповете A, G, H, K и
некласифицирани фрагменти с множество точки на рекомбинация. По произход, тази
комплексна форма на НІV-1 най-вероятно е от Африка, където дълги години успоредно
циркулират разнообразни субтипове и комплексни форми.

 При нашите изследвания беше открита една българска секвенция с
рекомбинантна форма CRF04_cpx (фиг. 13 и 15). Към февруари 2011 г. не е открита
публикация касаеща присъствието на тази генетична форма на НІV-1 извън посочените
три страни и България става четвъртата страна, в която е изолиран такъв вирус.

Българската секвенция НІV-1 CRF04_cpx е изолирана от жена, която е
инфектирана от своя съпруг –  моряк,  пътувал многократно извън страната.  На
филогенетичното дърво на фиг. 13., секвенцията е със стойности от 99% в bootstrap
анализа за топологията на разклонението. По наша молба и по линия на общ проект
свързан с европейската НІV резистентност Dimitrios Paraskevis от референтната
лаборатория по НІV в Атина, Гърция, извърши филогенетичен анализ на българската
секвенция с по-голям брой НІV-1 CRF04_cpx секвенции от Гърция и това изследване
позиционира българската секвенция сред секвенции изолирани от венозни наркомани
от Гърция.
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Фиг. 15. Филогенетично дърво, построено от българските секвенции 04_cpx,
05_DF и 36_cpx.
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Фиг. 15. Филогенетичен анализ на НІV-1 субтипове от български секвенции
04_cpx, 05_DF, 36_cpx и референтни секвенции от Лос Аламос. Използвана е програма
за филогенетичен анализ MEGA-4 с алгоритъм maximum likelihood (ML) по метода
Neighbor-Joining (NJ) и с bootstrap анализ с 1000 повторения, модел за изчисляване на
нуклеотиди и Kimura 2-parameter. Филогенетичното дърво съдържа 6 секвенции
изолирани в България и 47 референтни секвенции от Лос Аламос, общо 53 секвенции.
Филогенетичното дърво е изобразено по два различни начина: А - лъчисто
филогенетично дърво и В филогенетично дърво с правоъгълни разклонения. Дължината
на разклоненията е изчислена с помощта на модел за замяна на най-добре пасващ
нуклеотид (the best fitting nucleotide substitution model) съгласно теста за съотношение
на йерархичния модел и е означено с линия и цифрова индикация в долния ляв ъгъл на
фигурата (0,02) за заменени нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions per
site). Българските и референтните секвенции от разклоненията 04_cpx, 05_DF и 36_cpx
са оцветени в различни цветове.

· НІV-1 CRF 05_DF
CRF05_DF е свързана с Конго, предполага се, че рекомбинацията между

субтиповете В и F се е осъществила в Централна Африка. Само 36 секвенции от НІV-1
CRF05_DF изолирани в света са публикувани в световните бази данни, 14 от тях са
изолирани от Конгоански имигранти в Белгия и 3 секвенции са изолирани в Испания
(Op De Coul et al., 2000).
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Нашите изследвания установиха, че тази рекомбинантна форма се среща и в
България. Филогенетичният анализ класифицира 4 (1,93%) от 207 изследвани
секвенции като НІV-1 CRF 05_DF. Вирусите са изолирани от три жени и един мъж,
всички инфектирани по хетеросексуален път. Трима от пациентите са от гр. Бургас, а
една жена е от гр. Габрово. Единственият мъж с НІV-1 CRF 05_DF е инфектиран в
чужбина, а жената от гр. Габрово е придобила инфекцията от своя съпруг, който също
се е заразил извън страната - в Заир, Африка. Въпреки малкият брой на секвенциите с
тази генетична форма, може да се каже, че по локализацията си в страната, НІV-1 CRF
05_DF е уникална със своето ограниченото географско разпространение.

Данните от филогенетичния анализ (фиг. 13 и 15) показват значително
филогенетично сходство на българските с референтните секвенции. Една референтна
секвенция изолирана в Белгия е в основата на разклонението на НІV-1 CRF 05_DF със
стойности от bootstrap анализа 99% на фиг. 13 и 98% на фиг. 15.

· НІV-1  CR36_cpx
CRF36_cpx е открита във вирусни изолати от Камерун през 2007 г. Тази

комплексна форма на НІV-1 е съставена от CRF01_AE, CRF02_AG, както и от техните
предшественици - субтиповете A и G (Powell, R.L. et al., 2007). До момента на писане
на това изследване февруари 2011 г. са публикувани само единадесет НІV-1 CR36_cpx
секвенции от Камерун и няма данни за разпространение на тази комплексна форма
извън Камерун.

 При нашите изследвания беше открита една българска секвенция с комплексна
форма CRF36_cpx (фиг. 13 и 15). Поради значителното съдържание на участък от
02_AG в генома на 36_cpx, на филогенетичното дърво на фиг. 15, тя се разклонява от
групата на 02_AG. Българската секвенция CR36_cpx е изолирана от жена, която
вероятно е придобила инфекцията в Либия. Това е първият случай на изолиране на
НІV-1 CR36_cpx извън африканският континент.

· Уникални рекомбинантни форми - Unique Recombinant Forms (URFs)
С помощта на филогенетичния анализ 3 (1,45%) от 207 изследвани секвенции не

можаха да бъдат причислени към нито една група от познатите референтни секвенции
и бяха означени като уникални рекомбинантни форми (URFs). Епидемиологичните
данни, показват, че две от секвенциите са от лица инфектирани в чужбина, а третата
секвенция е изолирана от лице от гр.  Варна.  И тримата носители на инфекцията са
мъже, инфектирани по хетеросексуален път. Едно от лицата е регистрирано през 2000 г.
а останалите двама през 2003 г. Тези данни показват, че вероятно се касае за късно
въвеждане на тези вирусни линии в страната.  Филогенетичният анализ беше извършен
с всички видове референтни секвенции („чисти субтипове” и рекомбинантни форми)
(фиг. 16), както и с Интернет базираните алгоритми за субтипиране. Анализът върху
топологията на филогенетичното дърво показва, че две от българските URF секвенции
са филогенетично най-сходни до НІV-1 CRF 07_BC, а третата секвенция е
позиционирана най-близко до НІV-1 А1.
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Фиг. 16. Филогенетично дърво, построено от български уникални
рекомбинантни форми и референтни секвенции от Лос Аламос.
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Фиг. 16. Филогенетичен анализ на НІV-1 от български URF секвенции и
референтни секвенции от Лос Аламос. Използвана е програма за филогенетичен анализ
MEGA-4 с алгоритъм maximum likelihood (ML) по метода Neighbor-Joining (NJ) и с
bootstrap анализ с 1000 повторения, модел за изчисляване на нуклеотиди и Kimura 2-
parameter. Филогенетичното дърво съдържа 3 секвенции изолирани в България и 52
референтни секвенции от Лос Аламос, общо 55 секвенции. Дължината на
разклоненията е изчислена с помощта на модел за замяна на най-добре пасващ
нуклеотид (the best fitting nucleotide substitution model) съгласно теста за съотношение
на йерархичния модел и е означено с линия и цифрова индикация в долния ляв ъгъл на
фигурата (0,02) за заменени нуклеотиди за дадена позиция (nucleotide substitutions per
site). Разклоненията на българските секвенции са оцветени в червен цвят.
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Трите български URF секвенции бяха подложени на допълнителен анализ, за
установяване чистотата на субтипа. Това беше установено с помощта на вероятностен
подход за сравняване на изследваната секвенция с множество подравнени секвенции -
Скрит Markov Model с прескачане (jumping profile Hidden Markov Model - jpHMM) с
Интернет инструмент - GOBICS на факултета по биоинформатика на Университет
Гьотинген, Германия (фиг. 17 А, В и С).

Фиг. 17 (А, В и С). Анализ на чистотата на субтипа чрез jpHMM .

Фиг. 17 А. Sequence: >297_1005_TG_BG
This sequence is related to subtype(s): A2 B C J

Фиг. 17 В. Sequence: >438_0606_TG_BG
This sequence is related to subtype(s): A1 B C
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Фиг. 17 С. Sequence: >452_0208_TG_BG
This sequence is related to subtype(s): A1 B C

Изследването с jpHMM установи, че в изследвания фрагмент от pol гена от
вирусния геном (протеаза и обратна транскрипказа) присъстват участъци с различен
генетичен произход. Секвенцията 297_1005_TG_BG е съставена от фрагменти от
четири различни генетични форми: A2, B, C и J, секвенцията 438_0606_TG_BG е
съставена от фрагменти от три различни генетични форми: A1 B и C, и секвенцията
452_0208_TG_BG е съставена от фрагменти от три различни генетични форми: С, В и
А1.

От направеното изследване се вижда, че трите секвенции имат различен
генетичен състав. Последните две секвенции са съставени от едни и същи субтипове
предшественици,  но подредени в обратен ред.  Това показва,  че изолираните URFs   в
България са с независим една от друга произход, което се подкрепя и от липсата на
доказателства за връзка между инфектираните с тази генетична форма на НІV-1 лица.

 С помощта на изследването с jpHMM беше установен генетичната
характеристика на изолираните в България уникални рекомбинантни форми, както и
точното мястото на осъществяване на рекомбинация.

Възможно е трите български секвенции да са представители на нови
рекомбинантни или уникални генетични форми, но това може да бъде установено чрез
секвениране и филогенетичен анализ на целия вирусен геном.

4.2.5. МОЛЕКУЛЯРНО-ЕПИДЕМИОЛОГИЧНА ОЦЕНКА НА НІV-1
ЕПИДЕМИЯТА В БЪЛГАРИЯ

С помощта на епидемиологичните данни за лицата носители на НІV-1
инфекцията и резултатите от филогенетичния анализ за генетичната принадлежност на
разпространените вируси в страната беше направен молекулярно-епидемиологичен
разрез на НІV-1 епидемията в България.

· Разпространение на различни генетични форми на НІV-1 при
инфектираните лица от различни възрастови групи.
Носителите на НІV-1 бяха разделени на три възрастови групи към момента на

тяхната регистрация: 21 лица (10,14%) до 20 г. възраст, 145 (70,05%) лица от 21 до 40 г.
и 41 (19,81%) лица над 41 г. Това разпределение показва, че най-голямо генетично
разнообразие на НІV-1 се среща при лицата от възрастовата група от 21 до 40 г., която е
съставена от най-голямата група вирусоносители, както и при лицата над 41 г., въпреки
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по-малкия им брой. Сред лицата от възрастовата група от 21 до 40 г се наблюдава
повишено присъствие на НІV-1 субтип В следван от CRF 01_AE, докато при групата от
лица над 41 г. различните генетични форми са по-равномерно разпределени (фиг. 18).

Фиг. 18. Разпространение на различни генетични форми на НІV-1 сред
инфектираните лица от различни възрастови групи.
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· Разпространение на различни генетични форми на НІV-1 при двата пола.
При разделението на вирусоносителите в България по пол се установиха

различия по отношение присъствието на различни генетичните форми на НІV-1 сред
двата пола. При мъжете се срещат 10 генетични форми на НІV-1 и се наблюдава
изразено присъствие на субтип В, поради доминирането на субтип В при МСМ. В
групата на жените се срещат 11 сравнително равномерно разпределени генетични
форми на вируса с по-равномерно количествено разпределение.  (фиг. 19).

Фиг. 19. Разпространение на различни генетични форми на НІV-1 при двата
пола.
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· Разпространение на различни генетични форми на НІV-1 при различни
уязвими групи от населението
Филогенетичният анализ върху епидемиологичните данни за инфектираните

лица показа присъствие, както и отсъствие на определени генетични форми на НІV-1
сред различните уязвими групи от засегнатото население в България. Най-голямото
разнообразие от всички генетични форми на НІV-1 се среща при лицата инфектирани,
посредством хетеросексуален път. Най-малкото генетично разнообразие се наблюдава в
групата на МСМ, където доминира субтип В с едно изключение на внесен от Гърция
субтип А1  вирус от мъж,  който в последствие е предал вируса на своя партньор в
България. Сред инфектираните лица употребяващи венозни наркотици се наблюдават
разнообразни генетични форми на НІV-1. В тази уязвима група беше установена и
локална епидемия с НІV-1 02_AG и с оглед на риска от ускорено разпространение на
кръвнопреносими вируси сред наркоманите, фокусираното наблюдение върху тази
група от населението би било от голямо значение за по-прецизното прогнозиране и
овладяване на епидемията от НІV-1 в България (фиг. 20).

Фиг. 20. Разпространение на различни генетични форми на НІV-1 при различни
уязвими групи от населението.
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· Разпространение на различни генетични форми на НІV-1 през различните
години от историята на НІV-1 епидемията в България.
С помощта на филогенетичния анализ и епидемиологичните данни относно

годината на регистрация на инфектираните с НІV-1 лица беше установена голяма
динамика при въвеждането и разпространението на различни вирусни линии с
разнообразни генетични форми на НІV-1 в страната. Установи се, че в първите години
на епидемията от 1986 г. до 1995 г. са въведени и разпространени голям брой вирусни
линии с различни генетични форми с най-голямо присъствие на НІV-1 субтип В и С. В
периода от 1996 г. до 1999 г. се наблюдава значително нарастване на CRF 01_AE. През
2000 – 2005 г. доминира НІV-1 субтип В, CRF 01_AE намалява, а субтип А1 увеличава
своето разпространение. През периода 2006 г. до 2009 г. значително се увеличава
разпространението на CRF 02_AG. Наблюдава се тенденция на непрекъснато
увеличаване и доминиране съотношението на НІV-1 субтип В. След временно
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повишаване в разпространението на CRF 01_AE през периода 1996 г. до 1999 г., тази
рекомбинантна форма отново намалява своя дял в българската епидемия от НІV-1.
След първоначалното широко въвеждане и разпространение на НІV-1 субтип С  в
ранните години на епидемията, тези вируси трайно намаляват своето разпространение
сред инфектираните с НІV-1  в България.  На фигура 21  е представена графика на
процентното съотношение на различните генетични форми на изследваните вирусни
секвенции отразяващи динамичната промяна на циркулиращите субтипове,
рекомбинантни и комплексни форми на НІV-1 в историята на епидемията в България.
Неравномерното разпространение на някои генетични форми на НІV-1 в страната с
рязко повишаване, последвано от спадове в разпространението показва, че в
определени групи от населението биват въвеждани и разпространявани вирусни линии
с различен генетичен произход, които се предават по различен начин на придобиване
на инфекцията и вероятно циркулират в затворени групи.

Фиг. 21. Разпространение на различни генетични форми на НІV-1 в историята на
НІV-1 епидемията в България.
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· Промяна в съотношението на инфектираните с НІV-1 лица според пътя на
предаване на инфекцията през годините от историята на епидемията в
България.
Нашите изследвания показват, че в годините на НІV-1 епидемията в България се

променя съотношението на инфектираните лица от различни уязвими групи. В първите
години на епидемията НІV-1 е разпространен предимно сред лицата инфектирани
посредством хетеросексуален път и най-често е откриван при лица завръщащи се от
чужбина. В периода от 2006 г. до 2009 г. се наблюдава рязко увеличение на
трансмисията на вируса, чрез употреба на венозни наркотици и МСМ, за разлика от
кръводарителите, при които не се наблюдава промяна в честотата на
вирусоносителството през годините на НІV-1 епидемията в България (фиг. 22 и 23).

Фиг. 22. Промяна в съотношението на инфектираните с НІV-1 лица според
начина на предаване на инфекцията през годините от историята на епидемията в
България.
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ГОДИНА И НАЧИН НА ИНФЕКТИРАНЕ
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· Промяна в съотношението на инфектираните с НІV-1 сред различните
уязвими групи от населението през годините от историята на епидемията в
България.
Епидемиологичните данни показват, че в историята на НІV-1 епидемията в

България се променя рискът от инфекция сред различните уязвими групи от
населението в страната (фиг. 23). В началните години на епидемията сред най-
уязвимата група са били български граждани завръщащи се от чужбина и до 1988 г. те
и техните контактни партньори са били най-засегнати от НІV-1 инфекцията в страната.
За разлика от тази група, през последните години се наблюдава рязко покачване на
регистрираните НІV-1 инфекции сред венозни наркомани, МСМ и затворници. За
разлика от това не се наблюдава голяма промяна с ускоряване или забавяне на
разпространението на НІV-1 след кръводарителите в България.
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Фиг. 23. Промяна в съотношението на инфектираните с НІV-1 сред различните
уязвими групи от населението през годините от историята на епидемията в България.
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Табл. 3 (А). Обобщени данни от филогенетичния анализ за циркулиращите генетични форми на НІV-1 и епидемиологични данни за
инфектираните лица в България. Процентите са изчислени към общия брой от 207 изследвани секвенции.

Субтип Субтип Субтип Субтип Субтип Субтип Рекомбин
антна
форма

Рекомби
нантна
форма

Рекомби
нантна
форма

Комплек
сна

форма

Комплек
сна

форма

Уникалн
и

рекомби
нантни
форми

B

104 (50,24)

A1

18 (8,70)

C

9 (4.35)

F1

9 (4,35)

G

4 (1,93)

H

2 (0,97)

01_AE

38 (18,36)

02_AG

14 (6,76)

05_DF

4 (1,93)

36_cpx

1 (0,48)

04_cpx

1 (0,48)

URFs

07_BC like
and A1 like

3 (1,45)

Възраст към момента на
регистрация в години

бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. %

<=20 10 4,83 1 0,48 1 0,48 0 0,00 0 0,00 0 0,00 7 3,38 2 0,97 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

21 до 40 76 36,71 10 4,83 6 2,90 6 2,90 3 1,45 1 0,48 27 13,04 11 5,31 3 1,45 0 0,00 1 0,48 0 0,00

>=41 17 8,21 7 3,38 2 0,97 3 1,45 1 0,48 1 0,48 4 1,93 1 0,48 1 0,48 1 0,48 0 0,00 3 1,45

Пол

Мъже 85 41,06 15 7,25 8 3,86 4 1,93 2 0,97 1 0,48 17 8,21 8 3,86 1 0,48 0 0,00 0 0,00 3 1,45

Жени 19 9,18 3 1,45 1 0,48 5 2,42 2 0,97 1 0,48 21 10,14 6 2,90 3 1,45 1 0,48 1 0,48 0 0,00

Начин на инфектиране

Хетеросексуален 64 30,92 12 5,80 7 3,38 9 4,35 3 1,45 2 0,97 30 14,49 8 3,86 4 1,93 1 0,48 1 0,48 3 1,45

МСМ 32 15,46 2 0,97 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Кръвни продукти 3 1,45 2 0,97 1 0,48 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Венозни наркомани 4 1,93 2 0,97 0 0,00 0 0,00 1 0,48 0 0,00 6 2,90 6 2,90 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Вертикален 1 0,48 0 0,00 1 0,48 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 0,97 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Вероятно място на
инфектиране

България 95 45,89 13 6,28 8 3,86 8 3,86 2 0,97 2 0,97 37 17,87 12 5,80 2 0,97 0 0,00 0 0,00 1 0,48

Друга страна 9 4,35 5 2,42 1 0,48 1 0,48 2 0,97 0 0,00 1 0,48 2 0,97 2 0,97 1 0,48 1 0,48 2 0,97

Регистрирани

1986-1995 8 3,86 2 0,97 4 1,93 1 0,48 0 0,00 1 0,48 2 0,97 1 0,48 2 0,97 1 0,48 1 0,48 0 0,00

1996-1999 11 5,31 1 0,48 1 0,48 3 1,45 0 0,00 1 0,48 9 4,35 1 0,48 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

2000-2005 43 20,77 10 4,83 3 1,45 2 0,97 3 1,45 0 0,00 15 7,25 1 0,48 0 0,00 0 0,00 0 0,00 3 1,45

2006-2009 42 20,29 5 2,42 1 0,48 3 1,45 1 0,48 0 0,00 12 5,80 11 5,31 2 0,97 0 0,00 0 0,00 0 0,00
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Табл. 3 (В). Обобщени данни от филогенетичния анализ за циркулиращите генетични форми на НІV-1 и епидемиологични данни за
инфектираните лица в България. Процентите са изчислени към броя на съответната генетична форма.

Субтип Субтип Субтип Субтип Субтип Субтип Рекомбин
антна
форма

Рекомби
нантна
форма

Рекомби
нантна
форма

Комплек
сна

форма

Комплек
сна

форма

Уникалн
и

рекомби
нантни
форми

B

104 (50,24)

A1

18 (8,70)

C

9 (4.35)

F1

9 (4,35)

G

4 (1,93)

H

2 (0,97)

01_AE

38 (18,36)

02_AG

14 (6,76)

05_DF

4 (1,93)

36_cpx

1 (0,48)

04_cpx

1 (0,48)

URFs

07_BC like
and A1 like

3 (1,45)

Възраст към момента на
регистрация в години

бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. % бр. %

<=20 10 9,62 1 5,56 1 11,11 0 0,00 0 0,00 0 0,00 7 18,42 2 14,29 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

21 до 40 76 73,08 10 55,56 6 66,67 6 66,67 3 75,00 1 50,0 27 71,05 11 78,57 3 75,00 0 0,00 1 100 0 0,00

>=41 17 16,35 7 38,89 2 22,22 3 33,33 1 25,00 1 50,0 4 10,53 1 7,14 1 25,00 1 100 0 0,00 3 100

Пол

Мъже 85 81,73 15 83,33 8 88,89 4 44,44 2 50,00 1 50,0 17 44,74 8 57,14 1 25,00 0 0,00 0 0,00 3 100

Жени 19 18,27 3 16,67 1 11,11 5 55,56 2 50,00 1 50,0 21 55,26 6 42,86 3 75,00 1 100 1 100 0 0,00

Начин на инфектиране

Хетеросексуален 64 61,54 12 66,67 7 77,78 9 100, 3 75,00 2 100 30 78,95 8 57,14 4 100 1 100 1 100 3 100

МСМ 32 30,77 2 11,11 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Кръвни продукти 3 2,88 2 11,11 1 11,11 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Венозни наркомани 4 3,85 2 11,11 0 0,00 0 0,00 1 25,00 0 0,00 6 15,79 6 42,86 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Вертикален 1 0,96 0 0,00 1 11,11 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 5,26 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Вероятно място на
инфектиране

България 95 91,35 13 72,22 8 88,89 8 88,89 2 50,00 2 100 37 97,37 12 85,71 2 50,00 0 0,00 0 0,00 1 33,33

Друга страна 9 8,65 5 27,78 1 11,11 1 11,11 2 50,00 0 0,00 1 2,63 2 14,29 2 50,00 1 100 1 100 2 66,67

Регистрирани

1986-1995 8 7,69 2 11,11 4 44,44 1 11,11 0 0,00 1 50,0 2 5,26 1 7,14 2 50,00 1 100 1 100 0 0,00

1996-1999 11 10,58 1 5,56 1 11,11 3 33,33 0 0,00 1 50,0 9 23,68 1 7,14 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

2000-2005 43 41,35 10 55,56 3 33,33 2 22,22 3 75,00 0 0,00 15 39,47 1 7,14 0 0,00 0 0,00 0 0,00 3 100

2006-2009 42 40,38 5 27,78 1 11,11 3 33,33 1 25,00 0 0,00 12 31,58 11 78,57 2 50,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
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5. РЕЗЮМЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ
(ИЗВОДИ)

1. Успешно бяха секвенирани фрагменти от pol гена на HIV-1 от 207 (18,82%) от
общо 1100 лица с HIV-1 инфекция, регистрирани между януари 1986 г. и
декември 2009 г.

2. С помощта на Интернет базирани инструменти и специализиран софтуер беше
извършен филогенетичен анализ, чрез построяване на филогенетично дърво от
българските и референтни секвенции.

3. Чрез комплексен молекулярно-вирусологичен анализ за първи път бяха
идентифицирани генетичните варианти (субтипове и циркулиращи
рекомбинантни форми) на човешките имунодефицитни вируси тип 1
характеризиращи 25-годишните изследвания на епидемия от HIV-1 в България.

4. Чрез метода на молекулярния часовник за първи път беше установена
динамиката на движение на генетичните варианти на HIV-1 във времето в
България.

5. Чрез филогеографски анализ за първи път беше установена миграцията на
идентифицираните НІV-1 варианти от/към България.

6. С помощта на филогенетичния анализ, за първи път беше установена
динамиката на циркулация на генетичните форми на HIV-1 през годините на
епидемията по уязвими групи, по възрастови групи и според пътя на предаване
на инфекцията сред лицата, живеещи с HIV-1 в България.
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6. ДЕКЛАРАЦИЯ ЗА ОРИГИНАЛНОСТ
(ПРИНОСИ)

1. За първи път в България успешно бяха секвенирани фрагменти от pol гена на
HIV-1 от 207 (18,82%) от общо 1100 лица с HIV-1 инфекция, регистрирани
между януари 1986 г. и декември 2009 г.

2. За първи път в България беше извършен филогенетичен анализ на НІV-1, чрез
построяване на филогенетично дърво от секвенции изолирани от български
пациенти с НІV-1 и референтни секвенции от международните бази-данни, чрез
използване на специализиран софтуер.

3. За първи път бяха установени разпространените субтипове и циркулиращи
рекомбинантни форми на НІV-1 в България.

4. За първи път бяха установени разпространените генетични форми на НІV-1 сред
различни уязвими групи от страната.

5. За първи път беше установена динамиката на движение и циркулация на
генетичните варианти на НІV-1 в историята на НІV-1 епидемията в България,
включително модел на молекулярен часовник.

6. За първи път беше установен миграционният модел на НІV-1 между България и
други географски райони от Източна Европа, Западна Европа, Африка и САЩ.

Данните за установените генетични форми на циркулиращите НІV-1 в страната,
биха могли да подпомогнат контрола и мониторинга на НІV-1 епидемията в
няколко основни аспекта:
· Съобразяване с получените находки при използването на молекулярно-

биологични методи за диагностика и мониторинг, които са чувствителни по
отношение на генетичните характеристики на НІV-1.

· Данните за генетичните форми на НІV-1 сред различни уязвими групи от
населението могат да бъдат използвани за проследяване движението на вирусите
сред тези групи, да се следи за поява на нови вирусни линии, както и за
трансмисия на вирусите между групите.

· Данните за циркулирането на специфични вирусни линии в локални епидемии,
ограничени в географски райони или в определени групи от населението могат
да бъдат използвани като контрол за успеха от борбата с ограничаване на НІV-1
епидемията в България.

· Информацията от филогенетичния анализ може да бъде използвана и в глобален
мащаб, за проследяване динамиката на вирусите между България и други страни
от Югоизточна Европа и света.

· Увеличаващите се данни за влиянието на вирусния субтип върху прогресията на
заболяването и терапията би могло да подпомогне по-прецизното планиране и
прогнозиране лечението на инфектираните с НІV-1 лица.

· Данните за генетичните характеристики на циркулиращите в България НІV-1
могат да бъдат от значение за разработването на ваксини.

· Данните за генетичната принадлежност на установените в България НІV-1 се
използват за допълване на световната карта за географското разпространение,
циркулация и еволюция на различните генетични форми на вируса по света.
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