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 Основни означения и съкращения 

PCR- Polymerase Chain Reaction /полимеразна верижна реакция/ 

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism /Специфична 

амплификация на полиморфни ДНК рестриктазни фрагменти/ 

RAPD - Random Amplification of Polymorphic DNA  /Случайно 

амплифициране на полиморфна ДНК / 

HIV – Human Immunodeficiency Virus, "човешки имуннодефицитен вирус" 

м ДНК - митохондриална ДНК 

cDNA- copy DNA 

cDNA-AFLP- Специфична амплификация на полиморфни ДНК 

рестриктазни фрагменти на копи ДНК 

HGDI – Hunter-Gaston Discrimination Index дискриминативен индекс на 

Хънтър-Гастон  

рДНК -  рибозомална ДНК      

SDS     - Sodium Dodecil Sulfate  

рРНК – рибозомална РНК     

RPS  - Repetitive Sequence  /повтаряща се секвенция/ 

LM-PCR  - Ligation-mediated PCR  /лигазно- медиирана 

полимеразноверижна реакция/ 

TE буфер –  1М Tris (хидроксиметил-аминометан-хидрохлорид) и 0,1М 

EDTA  /етилендиаминтетрацетат/ 

СТАВ - Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 

Tris - хидроксиметил-аминометан-хидрохлорид  

ТBЕ - Tris/Borate/EDTA  

ЕДТА – EDTA  /етилендиаминтетрацетат/ 

UV – ултра виолетови  

dNTP – Deoxyribonucleotide triphosphate (dATP, dCTP, dGTP и dTTP)  

DMSO – Dimethyl sulfoxide  

BSA – Bovine serum albumin  

MIC – Minimum inhibitory concentrations /минимална инхибираща 

концентрация/ 
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Увод  

 Разработването и изпитването на нови молекулярни методи за 

типиране на микроорганизмите е приоритетно направление в съвременната 

микробиология. Молекулярно-биологичните методи за типиране се считат 

за значително по-информативни в сравнение с класическите фенотипни и 

серологични методи. Благодарение на тези методи съвременната 

микробиология доби нов облик и значимост при изследване 

разпространението на инфекциите.  

 С изключение на цялостното геномно днк секвениране, универсален 

метод за типиране все още не е създаден, въпреки усилията на значителен 

брой изследователски групи. Ние насочихме вниманието си  към 

прилагането на няколко техники с цел разработване на подходящи методи за 

типиране на медицинско значими гъбички. В нашата работа търсихме да 

разработим метод с най-широка приложимост за типиране на гъбички. 

Разработените методи бяха прилагани за щамово типиране, видова 

идентификация, филогенетични отнасяния и типиране на генната експресия 

при стресови фактори. 

 При разработването на универсален метод за видова и родова 

идентификация на дрожди,  бяха получени резултати, които позволяват 

метода да бъде приложим за всички видове микроорганизми. Също така 

бяха получени много добри резултати при разработването на метод с 

широка приложимост за изследване на генната експресия в отговор на 

различни екологични, химически и физически стресови фактори.  

Използването на молекулярно-генетичните методи за типиране дава 

възможност за по-специфично доказване и епидемиологично типиране на 

медицинско значимите гъбички. С молекулярно-генетичното типиране е 

възможно по-точно изясняване на отделни звена от епидемичния процес,  

източника на инфекция, механизмите, пътищата и факторите на предаване.  
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II. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

Цел на настоящето проучване е да се разработят и изпитат 

молекулярни методи за типиране на медицинско значими гъбички, като 

проучим възможностите на тези методи за геномно типиране, таксономични 

и филогенетични отнасяния и типиране на генната експресия при стресови 

фактори, провеждайки цялостен геномен анализ.  

За изпълнение на целта си поставихме следните основни задачи: 

1. Разработване на RAPD техника за типиране на базата на два праймера – 

М13 с дължина 15 нб и (GACA)4 с дължина 16 нб. 

2. Разработване на AFLP техника, чрез която специфично да бъдат 

амплифицирани полиморфни (BamHI/PstI) фрагменти.  

 

3. Анализ на разработения AFLP метод приложен за генетично типиране на 

щамове Candida, Criptococcus и други видове патогенни дрожди за 

таксономични и филогенетични цели.  

4. Разработване на методика за типиране чрез техниката място-специфична 

PCR амплификация. 

5. Разработване на техниката cDNA-AFLP и типиране на генетични 

маркери, свързани със стресов отговор.  
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III. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

 III.1. Материали и начин на работа при RAPD 

 

RAPD техниката бе изпитана на 13 щама Candida albicans, изолирани 

от 6 пациентки с вагинална кандидоза, събирани от различни анатомични 

места. Изолираните щамове бяха идентифицирани и им бе направена 

антибиотикограма към прилагани шест антимикотици от Национална 

референтна лаборатория по микология на НЦЗПБ (Табл. 1). RAPD техниката 

бе приложена за молекулярно типиране на тези щамове. 

  

 

Табл. 1 Чувствителност на изследваните щамове на C. albicans към прилагани 

антимикотици. Изследването е извършено с апарат VITEK като отчитането на резултата 

е на 24 и 48 час. 

S – чувствителен, I- интермедиерна чувствителност, R- резистентен 

FLU – Флуконазол; ITR – Итраконазол; KETO -  Кетоконазол; MCZ - Миконазол; AB – 

Амфотерицин Б; 5FC – 5Флуконазол;  

 

 

Щам 

№ 

Фунгитест 24 час Фунгитест 48 час 

FLU ITR KETO MCZ AB 5FC FLU ITR KETO MCZ AB 5FC 

1940A R R I I S S R R R I S S 

1940В R I I I S S R R I I S S 

927A S S S S S S S S S S S S 

927B S S S S S S S S I S S I 

3080A I I I I S S R R R I S S 

3080Б I I I S S S S S I S S S 

3080B S S S S S S S I I S S S 

1191A S S S S S S S S S S S S 

1191B S S S S S S S S S S S S 

473Б S S S S S S S S R S S S 

473B S S S S S S I I R S S S 

3396A S S S S S S S S S S S I 

3396B S S S S S S S S S S S S 
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 III.1.1. Изолиране на геномна ДНК от гъбички 

 

Взема се около 1 ml материал от пресни 24-48 часови течни култури в 

микроцентрофужна епруветка или 2-3 пълни йозета, ако културата е на 

агарова среда и се преминава направо към лизиране. 

Материалът се центрофугира на микроцентрофуга за 3-5минути при 13000 

об/мин. Супернатантата се отлива и към утайката се прибавя още 1 ml от 

културата, след което отново се центрофугира на микроцентрофуга за 3-5 

минути при 13000 об/мин. 

Супернатантата се отлива внимателно и остатъчното количество се 

обира с пипета без да се докосва утайката. Към утайката се прибавя лизиращ 

буфер. Вортексира се.  

Извършва се инкубация при 55°С  за около 24 часа. Към пробите се прибавя 

СТАВ буфер и 5М NaCl по 150µl. Вортексира се.  

Пробите се инкубират  при 65°С за 20 минути. В пробите се прибавя 

600µl буфериран фенол с рН 7,5. Вортексира се. Извършва се екстракция. 

Фенолът екстрахира белтъците от водната фаза. 

Центрофугира се за 5 минути при 13000об/мин. Много внимателно без 

разклащане се събира горната водна фаза (съдържа ДНК) в нови 

микроцентрoфужни епруветки. Ако пробите са мътни се добавя по още 

600µl фенол и се вортексира.   

Центрофугира се за 5 минути при 13000об/мин. Много внимателно без 

разклащане се събира горната водна фаза в нови епруветки. Прибавя се 

равен обем (1:1) фенол/хлороформ. Вортексира се. Центрофугира се на  

микроцентрофуга за 5 минути при 13000об/мин. Прехвърля се горната фаза 

в други епруветки много внимателно и се прибавя се 600µl хлороформ. 

Вортексира се след което се центрофугира за 5 минути при 13000об/мин. 

Прехвърля се горната фаза в други епруветки. Прибавя се цял обем 

изопропанол.  
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Пробите се оставят за утаяване на ДНК във фризер (-20°С) за едно 

денонощие. 

На следващия ден се центрофугират за 15 минути при 13000об/мин 

след което, супернатантата се отлива, като се внимава утайката да остане 

залепена за дъното на епруветката. Промива се с 1200µl  75% етанол.  

Вортексира се и се центрофугира на  микроцентрофуга за 5 минути 

при 13000об/мин.  

Супернатантата се излива внимателно. Утайката от ДНК се изсушава 

след което се разтваря в 150µl  10mM ТЕ-буфер рН 8,0 или в дестилирана 

вода.  

Спектрофотометрично се измерва концентрацията на ДНК на 

GeneQuant Amersham при дължина на вълната 260nm.  

 

 III.1.2. Използвани праймери 

За провеждане на амплификацията бяха използвани олигонуклеотидни 

праймери поръчани за синтез от нас на фирмата Life Technologies със 

следните секвенции: 

            М13        5'-GAG GGT GGC GGT TCT 

          (GACA)4   5'-GAC AGA CAG ACA GAC A 

Всеки от праймерите се разрежда до работна концентрация 4pmol/μl. 

 

 III.1.3. PCR амплификация 

 Във всяка от епруветките съдържащи PCR перли (Ready to Go PCR 

Beads;GE Healtheor) се поставят последователно: 12,5μl dH2O, 2,5μl 10mM 

MgCl2, 5μl (4pmol) от М13 прaймер. Във всяка епруветка се добавят по 5μl 

ДНК изолирана от съответния щам и се надписва. Следва моментно 

центрофугиране на микроцентрофуга за да се концентрира материала на 

дъното. Епруветките се поставят в ДНК-термоциклер PERKIN - ELMER
ТМ

 – 

480. Същата процедура се повтаря и за (GACA)4 праймера.  
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Програмата и за двата праймера е със следните параметри:  

 

подготвителен етап – 3 мин. на 94
о
С 

амплификация - 40 цикъла на  

        1 сегмент –            45 сек. на 94
о
С        денатурация 

        2 сегмент -              1 мин. на 50
о
С       хибридизация на праймерите 

       3 сегмент -              2 мин. на 72
о
С        полимеризация 

заключителен етап         7 мин. на 72
о
С 

 

 III.1.5. Агарозна електрофореза 

Електрофорезата бе извършвана на 2,5%-и агарозни гелове. За 

приготвяне на агарозния гел бе използван TBE /0,89М Трис, 0,89М Борна 

киселина, 0,02М ЕДТА/ буфер с рН8.  

Прилага се напрежение от 100 волта за 30 минути до 1 час в зависимост 

от количеството и дебелината на гела. 

 Гелът се поставя на трансилюминатор с UV, като по този начин се 

визуализира и отчита. 

           III.1.6. Компютърна обработка и софтуер (III.2.5. Oбработка на 

получените резултати чрез софтуерната програма BioNumerics) 

 Бе използван софтуерния продукт BioNumerix ((Applied Mats, BE). 

 III.2. Разработване на AFLP техника, чрез която специфично да 

бъдат амплифицирани полиморфни (BamHI/PstI) фрагменти. 

Специфична амплификация на полиморфни ДНК рестриктазни 

фрагменти (AFLP). 

 AFLP e геномна типираща техника, основана на селективната 

амплификация на определен набор от фрагменти след рестриктазно 

смилане на геномна ДНК (Виж III.1.1. Изолиране на геномна ДНК от 

гъбички). Методът се състои от 3 стъпки (Фиг. 1): 

След амплифициране се получават около 50-100 фрагмента, за които 

нямаме предварителни сведения за тяхната последователност. Фрагментите 

се разделят на полиакриламидни гелове.  
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1. Обработване на геномната ДНК и получаване на BamHI/PstI 

рестриктазни фрагменти 

   5‟-GATCC-----------------------------------CTGCA-3‟                                                                                              

BamHI G-----------------------------------G PstI 

 

2. Лигиране на BamHI и PstI адаптори с позната последователност 

                                  GAGCCTGATTGGATGGATCC--------------CTGCACGTCAGTGACACTGC 

                                                ACTAACCTACCTAGG--------------GACGTGCAGTCACTGTG 

 

3. PCR амплификация с флуоресцентно белязани Cy5-BamHI  и  PstI  

праймери 

        5’-*GCCTGATTGGATGGATC 

    5’-GAGCCTGATTGGATGGATC-------------------TGCACGTCAGTGACACTGC-3’ 

       3’-ACTAACCTACCTAG-------------------ACGTGCAGTCACTGTG-5’ 

                                                                                       gACGTGCAGTCACTGTG-5’   

Фиг. 1  Схема по която се разработи AFLP анализът 

 

III.2.1. Материали и начин на работа при AFLP техниката 

 За всеки щам за AFLP анализ е взето по 500 ng ДНК и се обработи с 

избрани  рестриктази (BamHI и PstI). ДНК пробата е разредена до 500ng в 

36µl дестилирана вода. 

III.2.2.Конструиране и лигиране на специфични олигонуклеотидни 

адаптори: 

 а) конструиране на BamHI и PstI адаптори.  

 Приготвянето на всеки адаптор се извършва чрез комплементарна 

хибридизация на два олигонуклеотида и получаване на съответен 

двуверижен фрагмент (адаптор).  

 

BamHI адаптор: 

  5‟-GAGCCTGATTGGATG-3‟ 

                  3‟-ACTAACCTACCTAG-5‟ 
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PstI адаптор: 

  5‟-GTGTCACTGACGTGCA-3‟ 

           3‟-CGTCACAGTGACTGC-5‟ 

 б) лигиране на BamHI и PstI адаптори.  

Приготвя се лигазна смес за определен брой реакции. 

Лигазната  смес  се вортексира и се поставя на лед. От нея се накапва 

по 40µl към всяка епруветка и пробите се центрофугират 2 сек. за събиране 

на реакционната смес. Следва инкубиране при 16°С за една нощ. След 

реакцията на лигиране е необходимо ДНК да бъде пречистена от соли, 

нелигирани адаптори, ензими и др., за да е годна за PCR.  

Следва утаяване на ДНК с: 4µl  4M Na ацетат и 200µl   98%  студен 

етанол (-20ºС). Утайката от ДНК се изсушава и се разтваря в 50µl 

дестилирана вода. 

 III.2.3. Провеждане на селективна полимеразна-верижна реакция 

(PCR) 

Приготвянето на РСR микс е описан на Табл. 2. Крайният обем на реакцията 

е 25µl.  

 

Таблица 2. Начин за приготвяне на PCR микс. 

 

 

 

изходна 

концентрация 

крайна 

концентрация 

количество за 

една реакция µl 

Cy5белязан праймер I 3µM 0.42 µM 3.5 

Праймер II 9 µM 0.126 µM 3.5 

       dNTP 

(дезоскинуклеотидтрифосфат) 

(GE Healthcare Life Sciences) 

4mM 0.2mM 1.25 

PCR буфер(Invitrogen) 10 х 1  х 2.5 

          DMSO 

(диметилсулфоксид) (Merck) 

100% 5% 1,25 

 MgCl2 (Invitrogen) 50mM 1.5mM 0.75 

BSA  (говежди  серумен  

албумин) (Sigma-Aldrich) 

20µg/µl 0.1µg/µl 0.125 

Taq-полимераза(Invitrogen) 5U/ µl 1.25U/ µl 0.25 

d H2O   6,875 
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Използван BamHI праймер: Cy5-GCC TGA TTG GAT GGA TCC 

Използван PstI праймер: GTG TCA CTG ACG TGC AGA 

PstI праймер със селективна G база: GTG TCA CTG ACG TGC AGA G 

В микроцентрофужна епруветка се прибавя изчисленото за определен 

брой реакции количество от праймери I и II. След това се прибавя dH2O. 

Вортексира се.  

 Сместа се вортексира много добре и се оставя на лед.  

 Към 5µl от нарязаните и лигираните с адаптори ДНКи се 

накапва по 20µl от PCR микса и епруветките се оставят на лед. 

PCR 

 За PCR реакцията е използвана следната програма: 

Подготвителна стъпка: 1 цикъл - 2 мин. при 94˚С 

10 цикъла: 

25 сек. при  94˚С  -  денатурация 

30 сек. при 68˚С  - хибридизация на праймерите с постепенно     спадане на 

темературата за 

30 сек. до 60,8˚С - хибридизация на праймерите 

2 мин. при 72˚С   -   полимеризация  

30 цикъла: 

25 сек. при 94˚С   -  денатурация 

30 сек. при 60˚С   -  хибридизация на праймерите 

2 мин. при 72˚С    -  полимеризация 

Крайна стъпка: 30 мин. при 60˚С  -  за  доизграждане на фрагментите и 3‟- 

крайно трансферазно прибавяне на нуклеотид.  

PCR амплификацията бе извършвана с два праймера: BamP19, който 

включва една допълнителна селективна аденинова база на 3` края си и 

PstP18. В някои случаи използвахме Ready-To-Go PCR beads (Amersham 

Bioscience, Piscataway NJ, USA). Използван беше апарат за PCR 

амплификация PERKIN-ELMER TM 480.  

 III.2.4. Полиакриламидна гел електрофореза – чрез 

автоматизирана система ALF Express II (GE Healthcare Life Sciences). 

 Апаратът ALF Еxpress ІІ е предназначен за разделяне на 

флуоресцентно белязани ДНК молекули чрез електрофореза. Могат да се 

бележат праймери и dNTP. Ние използваме белязан BamHI праймер.  
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ALF Еxpress ІІ системата се състои от апарат за електрофореза и 

компютър за контрол на процеса. Електрофорезата се извършва на 

фотополимеризиращ полиакриламиден гел (Repro Gel).  

 Накапва се по 25µl буфер за нанасяне  на пробите със състав 99.75% 

формамид (Sigma-Aldrich) и 0.25 % син декстран (GE Healthcare Life 

Sciences). Задължително се използва маркер, който също се оцветява с 

багрилото. ДНК пробите и маркера се денатурират при  93ºС за 3 минути. 

След това се поставят на лед за възпрепятстване ренатурацията им. 6-10 μl се 

нанасят на стартовете на предварително приготвения 8% полиакриламиден 

гел (High-Resolution Repro Gel
tm

- GE Healthcare Life Sciences). Разделянето се 

извършва за 700 мин в 0.5X TBE буфер при 30W, 60mA, 1500V и 

температура 55
o
C.  

 III.2.5. Oбработка на получените резултати чрез софтуерната 

програма BioNumerics  

При преминаването си през хелио-неонов лазерен лъч (633 nm) 

флуоресцентно белязаните ДНК фрагменти се възбуждат. Те започват да 

светят и флуоресценцията се улавя от фотодетектори. Сигналът от 

фотодетекторите се събира и изпраща до компютъра за съхранение и 

обработка. Програмата BioNumerics (Applied Mats, BE) обработва пиковете, 

които показват с какъв интензитет светят ДНК фрагментите. Всяка ивица от 

електрофоретичния профил отговаря на даден пик.  Хроматограмите се 

отчитат и записват автоматично и се конвертират в софтуерно генериран 

електрофоретичен “гел”. Автоматизираният анализ се извършва като се 

използва коефициент на Pearson за съпоставяне на електрофоретични 

профили чрез дензитометрични криви. Получава се матрица, която се 

обработва с метода UPGMA (Unweighted Pair Group Method using arithmetic 

Averages), който съпоставя коефициентите на подобие и се изчертава 

дендрограма. Сходството се дава в проценти ( от 0 до 100%) и се отнася до 

конкретният анализ и дендрограма.  
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Първата стъпка е обработването на гела по отношение на неговия 

интензитет, артефактни изкривявания и др. На базата на молекулните 

маркери (стандарти) се изготвя т.нар. референтна система. Според нея се 

оразмеряват и съпоставят профилите (ивиците).  

Втората стъпка е статистическия полиморфен анализ. Нарича се още 

клъстерен анализ (cluster analaysis). При него се съпоставят профилите и се 

чертае дендрограма на базата на подобието между тях. При този анализ се 

използват алгоритми, които подробно са описани в редица публикации. При 

AFLP анализa бяха използвани корелационния алгоритъм на Пиърсън и 

UPGMA (Unweghted Pair Group Method using arithmetic Averages). 

Дендрограмата отразява генетичното сходство (подобие) между 

изследваните изолати на базата на откритите полиморфизми. Също така тя 

дава възможност да се прецени клоналната връзка между щамовете. 

Дендрограмата се използва при епидемиологични и филогенетични 

проучвания. 

III.3. Материали при разработване на флуоресцентната AFLP 

техника за идентификация, таксономия и епидемиологични проучвания 

на патогенните дрожди.  

 III.3.1. Използвани щамове: 

 Изследваните щамове бяха клинични изолати от устна кухина, вагина, 

дебело черво, кръв и ликвор. Щамове от околна среда бяха от води и почва.  

В това изследване бяха включени общо 80 щама. Всички щамове бяха 

биохимично идентифицирани със системата API32 от Националната 

Референтната лаборатория по “Микология” ( табл.5, раздел IV.4.1.). 

AFLP типиране бе приложено на група от 25 щама на Candida 

glabrata, изолирани от 11 пациента с HIV, на които е прилагана 

антимикотична терапия.  

Щамовете бяха любезно предоставени от лабораторията на проф. Доминик 

Санглар от Университетската болница в Лозана, Швейцария. Изолираните 
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щамове са в хода на лечението на болните, като повечето от тях са развили 

резистентност. На таблица 3 са описани подробно характеристиките им.  

 

Таблица 3: Характеристики на последователно изолирани щамове на 

Candida glabrata, изолирани от пациенти с HIV.  

 

 

 

 

  

 

 

Пациент 

№ 

Изолат 

 

MIC   (ug/ml) Интервал между 

вземанията на 

материали (брой дни) 
Флуконазол 

 

Кетоконазол 

 

Итраконазол  Амфотерицин 
Б 

1 486  

487  

16  

64  

1  

2 

1  

2 

0.5 

0.5 

1 

48 

2 738  

739  

8 

64  

1  

2  

0.5  

2  

0.0625 

0.0625 

174 

245 

3 701  

702  

703 

8  

16  

32  

0.25  

0.5 

1 

0.25  

0.25 

1 

0.0625 

0.0625 

0.25 

1 

56 

6 

4 767 

768 

4 

16 

0.125 

0.5 

0.25 

1 

0.0625 

0.0625 

106 

53 

5 528  

529  

530 

8  

4  

64 

0.5  

0.5  

2 

0.5  

0.5 

2 

0.25  

0.25  

0.25 

1 

7 

16       

6 532  

533  

534  

16  

4  

8  

1 

0.25  

0.5  

0.5  

0.25  

0.5  

0.5  

0.5  

0.5  

 

4 

6 

7 753  

754 

4  

32 

0.125  

1 

0.125  

1 

0.031  

0.0625 

1 

743 

8 755  

756 

4 

128 

0.125  

2 

0.25  

2 

0.0625  

0.25 

1 

3 

 

9 

773 

774 

16 

32 

0.5 

1 

1 

1 

0.0625  

0.0625 

1 

450 

10 716  

717 

4 

64 

0.5  

2 

0.25  

2 

0.0625 

0.0625 

52 

56 

11 726 

 727 

8 

64 

0.25  

2 

0.25  

2 

0.0625  

0.0625 

87 

64 
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III.3.2. Прилагане на AFLP техниката за изясняване на молекулярната 

таксономия на Cryptococcus neoformans вариетети със сходни фенотипни 

характеристики  

 

Бяха изследвани клинични изолати на C. neoformans, както и два 

референтни щама C. neoformans A342 серотип A и C. neoformans A382 

серотип D. Всички щамове бяха биохимично идентифицирани чрез система 

API32. 

ДНК бе изолирана чраз хлороформ/фенолна екстракция, както е 

описано в раздел III.1. 

 III.3.3. Използвани материали при разработване на методика за 

типиране чрез техниката място-специфична PCR амплификация. 

(Ligation-mediated или Mixed-linker PCR) 

 В литературата се срещат много разновидности на този метод. Друго 

разпространено название е лигазно-медииран PCR. Неговият общ принцип е 

следния : 

1. Рестриктазно смилане на геномна ДНК (RFLP) с често режеща 

рестриктаза. 

2. Изготвяне на линкер (адаптор) и лигирането му към фрагментите. 

3. PCR амплификация с видово специфичен праймер и праймер, 

комплементарен на линкера.    

Смесеният линкер е конструиран чрез хибридизация на два 

комплементарни дефосфорилирани олигонуклеотида така, че да е съвместим 

с рестриктазното място. При лигирането му към фрагментите се свързва 

само едната верига към 5'-РО4 края на рестриктазните фрагменти. Това води 

до отпадане на несвързаната верига на адаптора при първия цикъл на 

денатурация. Така при полимеризацията в първия цикъл функционира само 

видово специфичния праймер, който възстановява отпадналата верига на 

адаптора и създава условия за действие и на другия праймер 

(комплементарен на адаптора) през втория цикъл. Използваме BamHI и PstI 
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адапторите за амплификация, както и праймер P1HNCA, специфичен за 

CARE2 елемента на C. albicans. За анализа взехме част от щамовете  C. 

albicans описани на табл. 3. 

 III.4. Материали за разработване на техниката cDNA-AFLP за 

типиране на генетични маркери свързани със стресов отговор.  

 III.4.1. Микроорганизми, хранителни среди и антимикотици. 

 Бяха използвани референтните щамове Candida albicans ATCC 10231 

и ATCC 60133.  

За създаване на индуцирани мутанти, резистентни към антимикотици, 

използвахме антимикотични субстанции флуконазол  (Fluconazole, Pfizer, 

New York, NY) и итраконазол (Itraconazole, Janssen, Beerse, Belgium). Бяха 

получени мутанти Candida albicans FLC-R, резистентен към флуконазол 

(MIC 128 μg/ml) и Candida albicans  ICZ-R, резистентен към итраконазол 

(MIC 4 μg/ml) чрез субкултивиране при постепенно нарастване 

концентрацията на антимикотика в хранителната среда - Sabouraud течна 

или агарова среда с добавка от 4% декстроза (БулБио-НЦЗПБ, България). 

Култивирането се извърши при 37
0
C. MIC стойностите бяха определени като 

MIC80, отговарящи на минималната инхибиторна концентрация необходима 

за 80%-но намаляване растежа на щама след 48 h спрямо контрола без 

антимикотик (виж Резултати, Таблица 4). Флуконазол и итраконазол 

резистентните мутанти бяха поддържани и субкултивирани в присъствието 

на флуконазол 128 μg/ml или итраконазол 4 μg/ml в хранителната среда.  

  

III.4.2. Екстракция на РНК.  

 За изолиране на РНК използвахме свежа култура от клетки в 

логаритмична фаза на растеж в течна среда на Сабуро с 4% декстроза. 

Тотална РНК бе екстрахирана с помощта на търговски кит innuPREP 

DNA/RNA extraction kit (Analytik Jena, Germany).  
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 III.4.3. Синтеза на (копирана) cDNA (cDNA) 

 За създаване на cDNA използвахме 3 μg от тотална РНК. Първата 

верига от cDNA беше получена с помощта на търговския кит „illustra‟ Ready-

To-Go RT-PCR kit (GE Healthcare, UK) като използвахме случайни 

хексануклеотиди d(N)6 и  олиго-d(T)12-18 които да хибридизират върху 

изолираната РНК и послужат за синтезата на първата верига чрез 

използването на ензима обратна транскриптаза, включен в търговския кит. 

Реакцията на обратна транскрипция бе извършена при 42
0
C за 40 мин. 

Втората верига бе получена чрез модифицирана от нас методика. 

Полученият хибрид cDNA/РНК след реакцията на обратна транскрибция бе 

обработен с ензима RNAse H (1 μg/ml) на 15
0
C за 40 мин, след което 

температурата беше бавно покачвана в продължение на 5 мин до 72
0
C. 

RNAseH ензима няма активност да хидролизира ДНК, т.е. присъстващите 

хексануклеотиди d(N)6 или олиго-d(T)12-18  в реакционната смес няма да 

бъдат хидролизирани. Те ще послужат като праймери за ДНК 

полимеризация и ще изградят втората верига от ДНК молекулата. 

Инкубирането за полимеризация беше извършено при 72
0
C за 40 мин. с цел 

пълно изграждане на втората ДНК верига. Положителен резултат беше 

получен само при използването на случайните хексануклеотидни праймери 

d(N)6. След края на реакцията cDNA бе преципитирана с етанол/К-ацетат. 

Материалът бе центрофугиран, промит със 70% етанол, отново 

центрофугиран и изсушен. Получената cDNA беше обработена с рестриктаза 

MboI за три часа при 37
0
C. Получените фрагменти бяха преципитирани за 24 

часа при -20
0
C, след което центрофугирани и промити. Синтетични MboI 

адаптори, които бяха проектирани от нас, (Фиг.2) бяха лигирани с помощта 

на T4 ДНК лигаза за 24 часа при 16
0
C. След преципитация, центрофугиране 

и промиване MboI лигираните фрагменти бяха амплифицирани с Cy-5 

белязан MboI праймер, специфичен за адаптора, и d(T)12-18 праймер. По този 

начин бяха амплифицирани само РНК молекули, които имат полиаденинова 
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опашка, т.е. всички иРНК. С помощта на d(T)12-18 праймера се амплифицира 

3` края на всички иРНК без да участват MboI/MboI фрагментите (виж глава 

Обсъждане фиг. 18).  PCR миксът имаше следния състав за 25 μl реакция: 3 

μM Cy-5 белязан MboI праймер, 9 μM d(T)12-18  праймер, 0.2 mM dNTPs, 5% 

DMSO, 1.5 mM MgCl2, 2.5 μg BSA, 1x PCR реакционен буфер, Taq-

полимераза 1.25 U. PCR амплификацията беше извършена с апарат 

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, CA, USA) при следния 

режим на работа: 3 мин на 95
0
C, следвано от 30 цикъла при 94

0
C за 45 сек, 

53
0
C за 1 мин, 72

0
C за 1 мин.  

 III.4.4. Провеждане на cDNA-AFLP анализа  

 След реакцията на амплифициране на фрагментите към пробите бяха 

добавени по 6 μl от буфера за нанасяне (формамид с багрило, търговски 

продукт на GE Healthcare, UK), след което пробите бяха денатурирани на 

94
0
C за 3 мин и веднага охладени на лед. 10 μl от сместта бяха нанесени на 

акриламиден гел. За разделяне на фрагментите и анализ в случая 

използвахме автоматизираната система ALFexpress II и геловете за нея (high 

resolution ReproGel, Amersham Bioscience, Sweden). Работните условия на 

електрофорезата бяха: 1500 V, 30 W, 60 mA, 750 минути на електрофореза 

при 55
0
C. Всички тези параметри се поддържат от софтуер за системата 

ALFexpress II. 

                                   MboI рестриктазно място     

GCCTGATTGGATGGATC-----GATCCATCCAATCA 

         ACTAACCTACCTAG-----CTAGGTAGGTTAGTCCG  

                                  MboI адаптор 

Cy-5 GCCTGATTGGATGGATCC – 5`  
 

флуоресцентно белязан праймер за амплификация на MboI адаптора с 

една селективна С база 
 

Фиг.  2. Секвенции на MboI адаптора и Cy-5` белязаният праймер. 
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IV. РЕЗУЛТАТИ 

IV.1. Резултати от разработване на RAPD техника за типиране на базата 

на два праймера – М13 с дължина 15 нб и (GACA)4 с дължина 16 нб.  

 

Бе изследвана група от 6 пациентки с хронична вагинална кандидоза, 

причинена от С. albicans. Бяха изследвани щамовете, изолирани от различни 

анатомични места – анус, бокална лигавица и вагина, общо 13 щама.  

Случайната амплификация на полиморфна ДНК, изолирана от C. 

albicans, бе извършена поотделно с два праймера: М13 и (GACA)4. PCR 

продуктите бяха нанесени на 2,5% агарозни гелове. Получените 

електрофоретични профили са представени на Фигури 3 и 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фиг. 3. RAPD с праймер М13 

 

Резултатите са групирани в Таблица 4. 
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Табл.  4  Резултати от RAPD метода, извършен с праймер М13. Изолатите са 

групирани спрямо пациентите, от които бяха култивирани.   А - анус, Б - бокална 

лигавица, В - вагина. 

 

Номер на  профила    Код на изолата RAPD (M13) 

        1 

        2 

1940А 

1940В 

 

близко родствени 

        3 

        4 

927А 

927В 

 

несвързани 

        5 

        6 

        7 

3080А 

3080Б 

3080В 

3080 Б,В умерено свързани; 3080А – 

несвързан с тях 

        8 

        9 

1191А 

1191В 

различни (умерено свързани) 

        10 

        11 

473Б 

473В 

 

несвързани 

        12 

        13 

3396А 

3396В 

 

несвързани 

 

На фигура 3 се вижда, че М13 праймерът продуцира средно около 10 

ивици на изолат. Профили 1 и 2 се отличават по интензитета на първите две 

ивици, както и по интензитета на най-плътната средна ивица, представена в 

по-голяма част от изолатите. Третата ивица в профил 3 е с по-голям 

интензитет от същата в профил 4. Също така, последните две ивици в 

профил 4 са с много по-слаб интензитет от тези в профил 3 и почти липсват. 

Докато профили 6 и 7 се отличават помежду си с по 2 – 3 ивици, профил 5 е 

коренно различен от тях и има множество допълнителни ивици. Вижда се, 

че в тези три профила липсва и характерната за всички останали плътна 

средна ивица. Профил 8 съдържа две ивици повече от профил 9, които се 

намират под средната плътна ивица. Същата разлика се наблюдава и при 

профили 10 и 11. Освен това профил 11 съдържа много плътна ивица в 

горната част на снимката, която е слабо застъпена при 10, при който пък по-
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долу се намира ивица липсваща при 11. Същата присъства в профил 13, но 

отсъства в 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фиг. 4 RAPD с праймер (GACA)4 

 

Резултатите от случайната амплификация на геномна ДНК от С. 

albicans с (GACA)4 праймера показват идентичност на всички изолати (фиг. 

4). Профили 5, 6 и 7 съдържат две допълнителни ивици със слаб интензитет 

в горната част на снимката. Всички други профили са почти еднакви. 

Праймерът (GACA)4  има слаба дискриминативна способност. 

  

IV.2. Резултати от разработване на AFLP техника, чрез която 

специфично да бъдат амплифицирани полиморфни (BamHI/PstI) 

фрагменти.  

 ДНК изолирана от щамове C. аlbicans, бе обработена с 10U BamHI и 

PstI рестриктазни ензими за 12h на 37
о
С. Качеството на срязаната ДНК бе 

оценено електрофоретично на 0,7% агарозен гел. Към получените 

фрагменти лигирахме двуверижни адаптори с помощта на Т4 лигаза. Тези 
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адаптори служат като ДНК матрица за специфична амплификация на 

BamHI/PstI фрагментите. Секвенциите на адапторите и рестриктазното 

място се явяват като места за свързване на праймерите. Селективни 

нуклеотиди, включени в 3' краищата на праймерите, позволяват 

амплификация само на определен набор от всички фрагменти. Например 

добавени АА нуклеотидни бази към 3' края на двата праймера ще 

амплифицират селективно само фрагменти, чието рестриктазно място е 

ограничено от ТТ на комлементарната верига на праймера. В нашия случай 

PstI праймерa беше синтезиран със селективна база G на 3' края си. BamHI 

праймера бе 5' крайно белязан с флуоресцентното багрило Cy-5. С тези 

праймери бе извършена PCR амплификация на рестриктазните ДНК 

фрагменти. Белязаните фрагменти бяха разделени на 6%-на денатурираща 

полиакриламидна електрофореза с помощта на автоматизирана система 

AlfExpressII. Получените профили са представени на Фигура 5. Резултатите 

са групирани в Таблица 4. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Фиг. 5. Част от изследвани за типиране щамове на C. albicans.   
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 IV.3. Резултати от разработването на методика за типиране чрез 

техниката място-специфична PCR амплификация. 

Резултатите като цяло бяха незадоволителни, поради слаба 

дискриминативна способност. Описанието на получените резултати и 

коментара за тях са подробно изложени в глава “Обсъждане". 

 

 IV.4. Резултати от AFLP техниката за генетично типиране на 

щамове Candida, Criptococcus и други видове патогенни дрожди за 

таксономични и филогенетични цели.  

 

 IV.4.1. Роля на флуоресцентната AFLP техника като средство за 

таксономия, идентификация и епидемиологични изследвания на 

медицинско значими гъбички.  

Бяха изследвани 80 изолата  представени на табл 5. 

 

  Табл. 5 Видове изследвани изолати. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Вид Брой изследвани щамове 

C. albicans  22 

C. glabrata  4 

C. rugosa  4 

C. tropicalis  4 

C. famata  2 

C. lusitaniae  2 

C. lipolytica  10 

C. krusei  2 

C. guilliermondii  2 

C. parapsilosis  4 

Geotrichum candidum  3 

Rhodotorula rubra  1 

Rhodotorula glutinis  1 

Rhododtorula pulinarie  1 

Cryptococcus neoformans  9 

Cryptococcus terreus  2 

Cryptococcus albidus  2 

Cryptococcus luteolus   5 
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Изследваните щамове са изолати от устната кухина, вагина, анус, кръв 

и ликвор. Изолатите от околна среда произхождат от проби на води и почви. 

Всички щамове са идентифицирани чрез системата API32. На фигура 6 са 

представени профилите на изследваните щамове. С цел да проучим 

типиращата способност на AFLP техниката ние подбрахме група от 

клонално свързани чувствителни и резистентни на флуконазол щамове 

Candida glabrata от пациенти с HIV. На фигура  7 са представени AFLP 

профилите на щамове Candida glabrata, изолирани от пациенти с HIV. 

Щамовете произхождат от Университетската болница в гр. Лозана, 

Швейцария и любезно предоставени от Проф. Доминик Санглард.  

 

 
 

 

 

Фиг. 6. Електрофоретичен профил на част от изследвани различни видове и щамове 

гъбички. Профили на представители от различни родове и видове. Специфичните AFLP 

профили могат успешно да се използват за точна видова идентификация.  
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A.  

 

          

Б.       

        Фиг. 7. A и Б. AFLP профили на чувствителни и резистентни към   флуконазол, 

кетоконазол, итраконазол и амфотерицин Б щамове Candida glabrata, изолирани от 

пациенти с HIV (Виж Таблица 5). Чувствителните и резистентни щамове са описани като 

отделни цветови групи. 

  

IV.5. Резултати от типирането на генетични маркери свързани със 

стресов отговор чрез техниката cDNA-AFLP.  

Една от технологичните цели на съвременните функционална 

геномика и протеомика е да получим профил от експресията на целия геном, 

2: Маркер;  18: Маркер;  

3: 486;  20: 760; 

4: 487;  26: Маркер; 

5: 2247;  34: 767; 

6: 738;  35: 768; 

7: 739;  36: 528; 

10:Маркер; 37: 529; 

14: 701;  38: 530; 

15: 702;  39: Маркер. 

16: 703;   

2: Маркер;  12:Маркер;  

3: 532;  14: 773;  

4: 533;  15: 774;  

5: 534;  16: 716; 

6: 753;  17: 717; 

8: 754;  18: 726; 

9: 755; 19: 727; 

10: 756;  22: Маркер. 
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който да даде възможност за мониториране на транскрипционните промени 

свързани с влиянието на множеството физически и химически околни 

фактори.  

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) е техника, чрез която 

се извършва цялостен геномен анализ и се прилага за типиране на видове и 

щамове.  

Модифицираният вариант на тази техника, cDNA-AFLP, е 

алтернативен метод за анализ на експресионния профил на който и да било 

организъм, без да е необходимо да разполагаме с предварителна 

информация за секвенцията на гените, които се експресират и търсим. Ние 

разработихме флуоресцентен метод за експресионен анализ, който се 

основава на техниката cDNA-AFLP, чрез който да типираме in-vitro 

индуцирана генна експресия в отговор на прилагани антимикотици. 

Изследвахме геномният отговор към флуконазол и итраконазол при двойки 

чувствителни и резистентни  референтни щамове на Candida albicans.  

Бяха използвани чувствителени референтни щамове C. albicans ATCC 

10231 и ATCC 60133. Създадоха се индуцирани резистентни мутанти към 

флуконазол и итраконазол  C. albicans 10231 ICZ-R и FLC-R и C. albicans 

60133 ICZ-R и FLC-R.  

Резистентните мутанти бяха селекционирани на течна и агарова среди 

след субкултивиране в постепенно завишавани концентрации на 

антимикотика в хранителната среда. В случая бе индуциран  in vitro 

механизъм на резистентност чрез адаптиране на щамовете към завишавани 

концентрации на антимикотика. Подбрахме по една колония от агаровата 

среда от новополучените мутантни щамове, резистентни съответно на 4 

µg/ml итраконазол и на 128 µg/ml флуконазол (Таблица 6). 
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Таблица 6. Чувствителност към флуконазол и итраконазол на чувствителните контролни 

щамове ATCC 10231 и ATCC 60193 и на получените от тях четири двойки (paired 

mutants) мутанти, резистентни към азолови препарати.  

 

 

Изолираната РНК от чувствителните и резистентни щамове бе обратно 

транскрибирана и превърната в двойноверижна cорy DNA (cDNA). 

Двойноверижната cDNA беше обработена с MboI рестриктаза. MboI 

рестриктазните фрагменти бяха лигирани с подходящи адаптори. Нашата 

методология на cDNA-AFLP включва директна амплификация, като 

избягваме стъпката за преамплификация. С цел да намалим броя на 

амплифицираните фрагменти ние извършихме амплификация с BamHI Cy-5 

флуоресцентно белязан праймер, който има една слективна С база и олиго 

d(T)12-18 праймер. BamHI праймерът е хомоложен с MboI рестриктазното 

място. Амплифицираните рестриктазни фрагменти бяха разделяни на 8% 

полиакриламидна електрофореза. AFLP анализ проведен на геномна ДНК не 

показа наличие на полиморфизми при чувствителните и флуконазол и 

итраконазол резистентни мутанти.  

Щам MIC (μg/ml) 

флуконазол итраконазол 

C. albicans ATCC 10231 0.5 0.03 

C. albicans 10231 FLC-R >128 <0.06 

C. albicans 10231 ICZ-R <1 >4 

C. albicans ATCC 60193 0.5 0.03 

C. albicans 60193 FLC-R >128 <0.06 

C. albicans 60193 ICZ-R <1 >4 
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cDNA-AFLP профилите на двата итраконазол резистентни мутанта 

показа наличие на продукт с дължина 500 нб, които имат около 5 – 6 пъти 

по-висока експресия, сравнено с профилите от чувствителните щамове (Фиг. 

8а и 9). Само на базата на големината (височината) на пиковете е трудно да 

се измери количествено повишената генна експресия. ALFexpress II 

системата отчита големината на пиковете в процентно изражение спрямо 

най-големия регистриран пик. Трябва да се оTBEлежи, че прага от шума на 

сигнала (базовата линия, cut-off) е около 1.2 – 1.3% според данните, идващи 

от системата, което означава, че повишената експесия се очаква да бъде 

повече от 6 пъти според големината на пика над тази базова линия. На 

фигури 8а и 8б всички пикове имат сходни височини и много близки 

процентни стойности, което означава, че количествено изходния и 

амплифициран материал са със сходни концентрации. На полученият 

електрофоретичен профил за мутант C. albicans  60133 ICZ-R (MIC 4 ug/ml) 

има съмнението за съществуването на втори ген, който търпи повишена 

експресия (Фиг. 8a). На фигура 8а е оTBEлязан пик от фрагмент с дължина 

около 70 нб. Двата флуконазолови мутанта не показват повишение на нивата 

на експресирани РНКи при тези експериментални условия (Фиг. 8б).  

Фиг. 8 a. и б. Електрофоретично разделяне на флуоресцентно белязани cDNA-AFLP 

фрагменти на референтни чувствителни и индуцирани мутантни щамове Candida 

albicans. a. Итраконазол резистентни мутанти, показващи завишена генна експресия 

очертана с кръг. б. Няма промяна в генната експресия между чувствителни и флуконазол 

индуцирани резистентни мутанти на C. albicans. 
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Фиг. 9.  Диференциална експресия на гени, асоциирани с антимикотична чувствителност 

при Candida albicans. Количествено представяне на пикове cDNA, получени за 

итраконазол резистентните (ICZ-R) и чувствителни (референтни) щамове Candida 

albicans. Базовата линия дава сигнал около 1.3%. Пиковете  започват да се появяват 

между 483 и 487 минути от началото на електрофорезата (виж. Метериали и Методи за 

условията на електрофорезата).    

 

V. ОБСЪЖДАНЕ 

Молекулярното типиране на микроорганизми служи за изясняване 

структурата на бактериалната популация и нейната динамика, необходими 

за епидемиологичните проучвания. С цел извличане на максимална 

информативност при типирането на дрожди е необходимо разработване, 

валидиране и прилагане на методи за типиране, което да става по общи 

критерии. Трябва да се подчертае, че резултатите от типирането не могат да 

бъдат сами за себе си, а е необходимо да се интерпретират в контекста на 

всички епидемиологични, клинични и демографски данни, свързани с 

проучваното инфекциозно заболяване.   

Съвременните ДНК методи за типиране дават възможност да се оцени 

щамово сходство на геномно ниво. Прилагането на тези методи подпомага 

изследването на епидемиологични задачи за произхода, протичането и 

разпространението на дадена инфекция.   
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Общоприето е, че генетичните методи са по-дискриминативни. 

Цели на нашите изследвания бяха да се проучи и избере подходящ метод за 

молекулярно типиране, който да има добра възпроизводимост и 

разделителна способност за типиране на дрожди.  

 Разработени и изпитани са методи за RAPD типиране, 

мястоспецифична PCR амплификация, флуоресцентна амплификация на 

специфични полиморфни фрагменти. (Fluorescent Amplified Fragment Length 

Polymorphism - FAFLP). Разработена е модификация на този метод, cDNA-

AFLP метод, който дава възможност да се типират експресиращи се гени в 

отговор на стресови условия, като например развиване на резистентност към 

даден антимикотик.  

 V.1.Обсъждане на резултатите от разработването на RAPD 

техника за типиране на базата на два праймера – М13 с дължина 15 нб и 

(GACA)4 с дължина 16 нб. 

През последните две десетилетия ролята на клинично значимите 

дрожди значително нарастна. Заболяванията, причинявани от тези 

микроорганизми се делят на две групи: системни и повърхностни кандидози. 

Около 75% от жените са имали поне веднъж в живота си проблеми с 

вагиналната кандидоза, като при 5-10% от тях тя се е превърнала в 

рекурентна. За науката не е ясно до каква степен вагиналната кандидоза е 

полово-предавана инфекция. Научната общност няма общо мнение дали 

щамовете C. аlbicans, които колонизират устната кухина и дебелото черво 

водят до вагинална кандидоза. Изказват се  две хипотези за пътищата на 

инфектиране. Първата, т.нар. „изместваща хипотеза” (“replacement 

hypothesis”), предполага съществуването на слабо генетично разнообразие 

сред съществуващата микрофлора от дрожди на определени анатомични 

места. Преди началото на кандидозата микрофлората от дрожди се измества 

с по-вирулентната и хомогенна такава. Втората хипотеза, дефинирана като 

„персистираща” (“persistent hypothesis”) предполага, че персистиращата 

микрофлора остава до известна степен хомогенна и тя е причина за 
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кандидозата. Нашите изследвание бяха провокирани за решаването на един 

фундаментален проблем в съвременната епидемиология - пътищата за 

предаване на инфекцията на вагиналната кандидоза при жените. Ако 

заболяването е причинето от резидентни щамове, то изследването на 

антимикотичната чувствителност на резидентната флора ще бъде 

достатъчно за профилактиката и терапията на жени с вагинална кандидоза. 

Има предположения, че тези пациенти имат известна предразположеност 

към заболяването. Няма убедителни доказателства за тези тъвърдения, но 

рискови фактори като диабет, орални контрацептиви, кортикостероидна 

терапия, хормонална терапия, бременност, генетична или расова 

предразположеност са били изследвани като предразполагащи фактори за 

развитие на вагинална кандидоза.  

RAPD техниката се основава на наблюдавания факт, че къси праймери 

(10-14 нб) хибридизират на случайни места. Тези случайни места варират 

при различните геноми. Ако две такива места са достатъчно близко и на 

противоположни ДНК вериги, фрагментът между тях може да се 

амплифицира чрез PCR. Така могат да бъдат получени достатъчен брой 

ивици, които да дадат информативен профил за всеки щам. Тъй като тези 

профили са различни за всеки щам, но специфични и постоянни за всеки 

отделен, RAPD техниката е подходящ метод за молекулярно типиране. 

Нашите резултати показаха, че праймерът (GACA)4  има слаба 

дискриминативна способност и не е подходящ за типиране на C.albicans 

(Фигура 4). Вероятно този праймер не е подходящ и за типирането на други 

патогенни гъбични видове. 

 Прилагайки този метод ние наблюдавахме, че някой от щамовете 

могат да бъдат клонално свързани (Фиг.10). Въпреки лесното изпълнение на 

анализа, трябва да отбележим, че значим недостатък на RAPD техниката е 

нейната слаба възпроизводимост.  



 

 36 

Един от основните недостатъци на метода е, че ивици с еднаква 

електрофоретична мобилност може да не са идентични. Ние наблюдавахме, 

че качеството и броя на амплифицираните фрагменти при RAPD анализа 

зависи от началната концентрация на ДНК в пробата. Вземайки предвид 

наблюдаваните полиморфни фрагменти и софтуерния анализ (дендрограма) 

можем да направим извода, че има малка или почти няма генетична 

идентичност между щамовете на C. albicans, изолирани от различни 

анатомични места на един и същи пациент (Фиг. 10). Тези факти не са в 

съгласие с по-ранни изследвания за пет пациента с хронична вагинална 

кандидоза, според които анусната област е вероятно резервоара на 

инфекцията. Тъй като не разполагахме с щамове от предишни вагинити на 

пациентките, ние предполагаме, че източникът на настоящата инфекция 

вероятно е екзогенен. Този извод е в съгласие с изследвания проведени от 

Lockhart S.(1996). Фенотипирането на чувствителността на C. albicans към 

антимикотици  има ограничена дискриминативна способност и това е добре 

известно от общолабораторната практика. Прилагайки RAPD техниката за 

анализ на щамове на C. albicans, получихме добре оформени профили които 

лесно се обработиха софтуерно. Изолираните щамове от различни 

анатомични места (бокална лигавица, анус и вагина) на един и същи пациент 

показаха сходство на RAPD профила. По наше мнение е необходимо 

изследванията да продължат с цел да се търси клонална връзка или отхвърли 

такава при щамове C. аlbicans, изолирани от различни анатомични места на 

пациенти с хронична вагинална кандидоза, които да потвърдят 

предполагаемата теза за екзогенен произход на щамовете, изолирани при 

текущата инфекция. На този етап от изследванията ни не може да се 

определи с точност какъв е начина на предаване на инфекцията. 

Необходими са изследвания на по-голям брой жени. В тази връзка 

Референтната лаборатория по микология на НЦЗПБ събира щамове C. 
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albicans от години. Събраните и изследвани от нас щамове са на базата на 

повече от 1500 общи микологични изследвания.  

Като заключение трябва да подчертаем, че този фундаментален въпрос 

не е решен еднозначно в специализираната литература. 

  

 

 

 

 

 

 

 

А.         Б. 

Фиг.10 А. RAPD анализ на C. albicans  с праймери M13. Получените фрагменти са 

анализирани на 2.5% агарозна електрофореза. Б.  Дендрограма на получения 

резултат Sab – коефициент на подобие, A – анус, V – вагина, M – устна кухина. 

 

 

V.2. Обсъждане на резултатите от разработване на AFLP техника, чрез 

която специфично да бъдат амплифицирани полиморфни (BamHI/PstI) 

фрагменти.  

AFLP техниката специфично изследва полиморфизма на голям брой 

(50 до 150) фрагменти. Това прави техниката ценна при епидемиологични 

изследвания. В същото време, големият брой амплифицирани фрагменти 

трудно се обработва. Прилагайки тази техника няма установени критерии за 

интензитета на ивиците, броя липсващи или добавени ивици, които 

определят еднаквостта, близката родственост или различие на изолатите. В 

хода на работата се сблъскахме с различни по характер проблеми. 

Стандартизирането на условията за акриламидна елекрофореза бе основен 

проблем. Електрофоретичният профил на проби, нанесени на различни 

гелове, трудно се сравнява. Силата на тока, околната температура и тази на 
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гела е почти невъзможно да бъдат стандартизирани на обикновен апарат за 

вертикална електрофореза. Желателно е всички проби да бъдат нанасяни на 

един гел. При едновременното нанасяне възниква проблема, че пробите от 

крайните стартове получават електрофоретично изкривяване. При тези 

случаи сравняването на ивиците е също затруднено. Независимо от тези 

трудности, които са преодолими при съвременните автоматизирани системи 

за вертикална акриламидна електрофореза, AFLP техниката е един от най-

значимите методи за генетично типиране на множество организми. Той е 

считан за референтен метод при типирането на изолати  L. pneumophila. В 

нашата работа ние използвахме автоматизираната система ALF Express II на 

фирма „Farmacia‟, която позволява провеждане в контролирани условия на 

електрофорезата и приготвянето на акриламидния гел. С помощта на тази 

система значително се улеснява съпоставянето на профилите от отделни 

експерименти.    

 V.3. Обсъждане на резултатите от разработване на методика за 

типиране чрез техниката място-специфична PCR амплификация. 

Опитахме да разработим метод за типиране, който се базира на 

техниката място-специфична PCR амплификация, известена в литературата 

като ligation–mediated PCR или mixed-linker PCR. Схема на метода е 

представена на фиг.11                                 

1. обработка с BamHI рестриктаза 

 

 

2. лигиране на BamHI-адаптори 

 

 

          3. PCR амплификация със специфичен CARE2 и BamHI праймери.  

 

 

Фиг. 11. Схема на техниката място-специфична PCR амплификация 

BamHI рестриктазно място CARE2 

BamHI  

адаптор 

BamHI 

адаптор 
CARE2 

BamHI праймер CARE2 праймер 
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ДНК се обработва с избрана рестриктаза. Към получените фрагменти  

се лигират подходящо конструирани адаптори. Обработената ДНК се 

амплифицира с праймер за специфичен повторен елемент и праймер, 

специфичен за адаптора. Логично е ампликоните да бъдат фрагменти, които 

да са ограничени от специфичния праймер за повторения елемент и най-

близкото рестриктазно място до този елемент. Тази стратегия дава 

възможност да се изследва полиморфизма на рестриктазните места около 

повтореният елемент. Много вероятно е да се амплифицират и фрагменти, 

които са между две рестриктазни места. Избрахме да изследваме 

полиморфизма на BamHI и PstI рестриктазните места надясно от 

специфичният за C. albicans повторен елемент CARE2 (Candida Albicans 

Repetitive Element 2). CARE2 е повторен в генома на C. albicans около 14 

пъти и е подходящ маркер за епидемиологично типиране на щамове. 

Използвахме CARE2 специфичен праймер, описан от McCullough. Авторът 

описва разработен от него “mixed–linker” PCR за C. albicans. ДНК на C. 

albicans обработихме с BamHI рестриктаза. Към рестриктазните фрагменти 

лигирахме BamHI-адаптори. Така подготвената ДНК бе амплифицирана с 

BamHI и видово специфичния CARE2 праймери. Бяха получени фрагменти с 

големина 300 – 1500 нб. При контролно проведени изследвания се установи, 

че се амплифицират с предимство BamHI-BamHI фрагменти. Същият 

резултат бе наблюдаван и при методика за типиране на микобактериални 

видове, разработена на базата на повторените 16S гени. В процеса на 

работата не бяха намерени подходящи условия, чрез които специфично да се 

амплифицират само участъците между CARE2 праймера и най-близкото 

BamHI рестриктазно място (Фиг. 12 и 13). На този етап от работата ни 

методът не е подходящ за типиране поради слаба дискриминативна 

способност   и не е описан в глава Резултати.  
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Фиг. 12.  Амплификация на ДНК от C. albicans с праймер за BamHI адаптор и праймер 

P1HNCA специфичен за повторения елемент CARE2.  А – амплификация на ДНК от пет 

щама само с BamHI праймер. Б – амплификация на ДНК на същите щамове с 

BamHI/P1HNCA праймери.  M – ДНК маркер 123 нб. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Фиг. 13. Амплификация с различни Taq-полимерази и комбинация от праймери на ДНК 

на C. albicans № 1 - 6 и Mycobacterium spp. № 7 – 12. М – ДНК маркери 123. 1 – AmpliTaq 

(Perkin Elmer)/BamHI праймер; 2 – Farmacia/BamHI праймер; 3 - GIBCO/BamHI праймер; 

4-AmpliTaq (Perkin Elmer) BamHI-P1HNCA праймери; 5-Farmacia/BamHI-P1HNCA 

праймери; 6 - GIBCO/BamHI-P1HNCA праймери; 7 - AmpliTaq (Perkin Elmer)/BamHI 

праймер; 8 – Farmacia/BamHI праймер; 9 - GIBCO/BamHI праймер; 10 - AmpliTaq (Perkin 

Elmer)/BamHI-16S праймери; 11 - Farmacia/BamHI-16S праймери; 12 - GIBCO/BamHI-16S 

праймери.  

P1HNCA – видово специфичен праймер за повторения елемент на C.albicans CARE2. 

16S – специфичен праймер за 16S рДНК на род  Микобактериум. 
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 V.4. Обсъждане на резултатите за ролята на AFLP техниката като 

метод за таксономия, идентификация, филогенетични отнасяния и 

епидемиологични изследвания на медицинско значими гъбички.  

През последните две десетилетия броят изолирани и идентифицирани 

животозастрашаващите гъбични инфекции значително нараства в световен 

мащаб. В миналото няколко вида от род Candida бяха главни причинители 

на повърхностните и системни инфекции. Сега относителният дял на 

другите видове медицинско значими гъбички значително нараства. За 

прилагането на адекватна химиотерапия е необходимо причинителя да бъде 

идентифициран до вид. Познат пример от практиката е голямата фенотипна 

близост между C. albicans и C. dubliniensis. Генетично те са много различни 

един от друг видове. Вариететите на Cryptococcus neoformans са друг пример 

за клинично значими дрожди, които проявяват фенотипна близост.  

 Според съвременните таксономични отнасяния генетичното 

охарактеризиране е в основата на класификацията на организмите. 

Генотипирането и пълното геномно секвениране на организмите са основни 

подходи в таксономията, филогенетиката, еволюционна и популационна 

генетика и епидемиологията. 

 Видове Candida са често изолирани от пациенти. Най-често това са 

рискови пациенти, които са претърпели трансплантация, поставяне на 

сърдечно-клапна протеза или други хирургични операции. По време на 

възстановителният период след операцията, изолирането и 

идентифицирането на видове Candida и non- C. albicans в ранна фаза е от 

голямо значение за здравето на пециента. Elleopola A. в скорошно 

изследване посочва, че при идентификацията на C.dubliniensis и C. albicans 

системата API 20C дава погрешни резултати за усвояването на въхлехидрати 

при значителен брой щамове. В значителна степен идентификацията е 

затруднена, като се дават разминаващи се резултати между видовете C. 

albicans/C. tropicalis, C. tropicalis/ C. albicans, и C. lusitaniae/C. albicans. На 
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база на получените профили AFLP техниката може да се приложи освен за 

типиране, но и като нов подход за таксономични отнасяния и генетична 

идентификация на микроорганизми (Фигури 14 и 15). AFLP техниката дава 

точна количествена информация за филогенетичната близост/отдалеченост 

между отделните родове и видове изследвани микроорганизми.  

 Консервативни AFLP фрагменти отговарят на уникални участъци от 

генома. Такива фрагменти могат да се използват за  разработване на 

специфични PCR диагностични тестове. Сравнителният анализ на различни 

AFLP профили може да идентифицира видово и щамово специфични 

фрагменти. За идентификация и филогенетични отнасяния видово и щамово 

специфичните ивици са от съществен интерес. За целите на 

епидемиологичното типиране на щамове от съществен интерес са 

полиморфните специфични ивици. Като заключение AFLP анализът е 

подходящ метод както за идентификация, така и за типиране на дрожди  

(Фигури 14 и 15). При прилагането на метода за типиране е необходимо 

задължително оптимизиране на условията на амплификация, изпитване на 

една или няколко селективни бази към праймерите и подбор на 

рестриктазни ензими, с които се извършва анализа.  
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Pearson correlation (Opt:0.27%) [0.0%-100.0%]
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Фиг. 14. AFLP профили и дендрограма на видове от род Candida.  
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Фиг. 15. AFLP и дендрограма на видове Cryptococcus и Candida 

Pearson correlation (Opt:0.27%) [0.0%-100.0%]

Candida AFLP Bam-Pst

1
0

0

8
0

6
0

4
0

2
0

Candida AFLP Bam-Pst

0 2
0

4
0

6
0

8
0

1
0

0

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

Rhodoturula

Rhodoturula

Rhodoturula

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Cryptococcus

Cryptococcus

Cryptococcus

Cryptococcus

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Cryptococcus

Cryptococcus

Cryptococcus

Cryptococcus

Cryptococcus

Cryptococcus

Cryptococcus

Candida

Candida

Cryptococcus

Cryptococcus

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Candida

Geotrichum 

Geotrichum 

Geotrichum 

rubra

glutinis

pulinarie

rugosa

rugosa

rugosa

rugosa

tropicalis

tropicalis

tropicalis

tropicalis

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

albicans

luteolus

luteolus

luteolus

luteolus

glabrata

glabrata

glabrata

famata

famata

lusitaniae

lusitaniae

lipolytica

lipolytica

lipolytica

lipolytica

lipolytica

lipolytica

lipolytica

lipolytica

lipolytica

lipolytica

lipolytica

terreus

terreus

neoformans

neoformans

neoformans

neoformans

neoformans

krusei

krusei

albidus

albidus

guilliermondii

guilliermondii

parapsilosis

parapsilosis

parapsilosis

parapsilosis

candidum

candidum

candidum

43

487

F-18

116

114

451

472

B6030413

6173-HIV

6261-HIV

6149-HIV

473B

473V

1191V

1191A

927A

927V

3396V

CIP1628

CIP1628

3396A

3080A

3080B

3080V

CIP1628

6151-HIV

6146-HIV

6212-HIV

1940A

1940V

37

38

36

473

1413V

6252-HIV

6228-HIV

142-ref

6103-HIV

6134-HIV

4157

3567A

3567V

402V

402B

71307

1402V

1402B

1493V

71309

71311

71306

312

313

220

221

222

219

440

61-HIV

622-HIV

217

218

4149

121-ref

6113-HIV

6120-HIV

626-HIV

Y9330374

497

II 8-ref

4107



 

 45 

 Резултатите от анализите представени на фигури (дендрограми) 14 и 

15  бяха обработени със софтуерния продукт GelCompar II (Applied Maths). 

Ивиците и кривите се идентифицират автоматично от софтуера. 

Дендрограмата се изчислява на базата на коефициентите на подобие между 

пътечките на гела по корелационния метод на  Pearson. От резултатите се 

вижда, че AFLP анализът безпогрешно идентифицира и дискриминира 

отделните видове и родове дрожди, като дава и тяхната филогенетична 

близост.  

 V.5. Обсъждане на резултатите за молекулярната таксономия на 

фенотипно еднакви вариетети Cryptococcus neoformans. 

Cryptococcus neoformans може да причини животозастрашаващи 

инфекции при хората и особенно при пациенти с имунен дефицит. Честотата 

на инфекциите причинени от криптококи при пациенти с HIV варира между 

5 и 30%. Основните поразени места от криптококова инфекция са белите 

дробове и централната нервна система. Повечето кожни инфекции се дължат 

най-вероятно на дисеминирана системна инфекция.  Вариететите на C.  

neoformans са пример за видове, които проявяват фенотипна близост и от 

там са трудни за биохимична идентификация. Тяхното таксономично място 

е все още дискусионно, предполага значителни генетични различия, 

прилагайки AFLP техниката за генотипирането им. Счита се, че видът 

Cryptococcus neoformans се състои от три вариетета: Cryptococcus neoformans 

var. neoformans серотип  D, Cryptococcus neoformans var. grubii серотип A, 

като двата серотипа включват телеоморфа Filobasidiella neoformans var. 

neoformans и C. neoformans var. gattii серотипове B и C с телеоморфа 

Filobasidiella neoformans var. bacilispora. Тези вариетети са признати на 

базата на приложени методи за генотипирането им и секвенирането на 

маркерния ген ura5. Наскоро публикувани данни на Bicanic и Harrison  сочат 

постигнато съгласувано мнение за техния видов статус, като се счита, че var. 

neoformans е  C. neoformans (серотипове A, D и AD; на база на капсулните 



 

 46 

полизахаридни антигени) и var. gattii е C. gattii (серотипове B и C). Цел на 

нашето изследване беше да потвърдим наблюдаваната генетична 

разнородност между серотипове А и D на C. Neoformans, прилагайки AFLP 

техниката за тази цел.  

Дендрограмата представена на фиг. 16 представлява AFLP анализ на 

изследвани клинични и референтни щамове. Както се вижда тя 

дискриминира C. neoformans серотип A от серотип D. Всички клинични 

изолати са серотип A и са отделно групирани.  

От дендрограмата може да се види, че генотиповете на клиничните 

изолати са по-близки до референтния серотип А. Това е в потвърждение на 

резултати, получени от Franzot, S., et al.(1998) и Boekhout T., et al. (2001), 

които правят заключението, че на база на генотипирането се забелязва 

значителна генетична дивергенция между вариететите от серотипове A, D и 

клиничните изолати. Флуоресцентният AFLP анализ потвърждава тази 

генетична дивергенция между вариететите на C. neoformans. Тази 

дивергенция е значително по-изразена при нашите реузултати.        

Дивергенцията е исторически процес на раздалечаване на признаците 

при близкородствени (микро)организми, при който се получават нови 

систематични единици. Тя е главен път на еволюцията. В основата на 

дивергенцията при криптококите лежи екологичната диференциация на вида 

на самостоятелни форми (вариетети). От дендрограмата може да се види, че 

серотип D е значително по-отдалечен от който и да било от клиничните 

щамове, но еволюционно директен клон и пряко свързан с предполагаемия 

прародителски изходен генотип.  

C. neoformans е глобално разпространен микроорганизъм, който се 

среща в почви, контаминирани от птича (предимно гълъби) тор и по правило 

причинява инфекции при пациенти с имунен дефицит. C. gattii се среща в 

тропическите и субтропически региони и причинява инфекции при 

имунокомпрометирани пациенти. 
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  Комбинацията от рестриктазни ензими BamHI и PstI с използването на 

подходящи адаптори дава добра количествена оценка за степента на 

генетична близост/отдалеченост. АFLP анализът в комбинация с 

използването на флуоресцентно белязани праймери за PCR и провеждането 

на анализа чрез автоматизирана система, дава възможност за 

стандартизиране на условията на работа и възпроизводимост на резултатите. 

Наши предишни резултати с прилагането на радиоактивно белязани 

праймери и ръчна полиакриламидна електрофореза показаха слаба 

възпроизводимост, затруднения при анализа на геловете и много голяма 

трудоемкост. Възможността на системата АLF express II да събира и 

обработва данните е много опростена. Получените дендрограми представят 

анализ на всички клинични и референтни щамове, както и тези от околна 

среда.  

 На базата на специфичният AFLP профил дендрограмата за 

криптококи дава възможност за дискриминиране (идентифициране) на C. 

neoformans, C. terreus, C. luteolus и C. albidus, които образуват отделни групи 

(Фиг. 16).  

Pearson correlation (Opt:0.15%) [0.0%-100.0%]
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Фиг. 16.  Дендрограма на изследвани референтни, клинични и щамове от околна 

среда от род Cryptococcus. 

 



 

 48 

 

Фиг. 17. Дендрограма на изследваните серотипове А и D на C. neoformans. 

 

 

 В процеса на работа бяха идентифицирани различни по характер 

проблеми: чистота на ДНК, остатъчна олиго-РНК, оптимизиране на 

температурата на хибридизация на праймерите и тяхното съотношение.  

 За да се получат добри и възпроизводими AFLP профили е от 

съществено значение ДНК да се изолира от свежа култура (в log-фаза) и 

свободна от РНК. Установи се, че остатъчна РНК силно инхибира PCR 

амплификацията при ниски неспецифични температури на хибридизация на 

праймерите. Остатъчни не-лигирани адаптори също инхибират PCR 

реакцията и вияят на AFLP анализа.  

 

 V.6. Обсъждане на резултатите от разработването и приложението 

на техниката cDNA-AFLP за типиране на генетични маркери свързани 

със стресов отговор.  

 Една от технологичните цели на съвременните функционална 

геномика и протеомика е да получим профил от експресията на целия геном, 

който да даде възможност за мониториране на транскрипционните промени, 

свързани с влиянието на множеството физически и химически околни 

фактори.  AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) е техника, чрез 

vcvcvcv 
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която се извършва цялостен геномен анализ и се прилага за типиране на 

видове и щамове. Модифицираният вариант на тази техника, cDNA-AFLP, е 

алтернативен метод за анализ на експресионния профил на който и да било 

организъм, без да е необходимо да разполагаме с предварителна 

информация за секвенцията на гените, които се експресират и търсим. 

Получените резултати могат да бъдат валидирани чрез техниката real-time 

PCR.  Техниката  cDNA-AFLP се прилага с цел да се получи информация за 

цялостния геномен експресионнен профил при мониториране нивата на 

експресия по време на клетъчното развитие и/или при стресови промени в 

околната среда. Както бе подчертано по-горе особено предимство на cDNA-

AFLP техниката е възможността да се извърши цялостен геномен 

експресионен анализ без да е необходимо ДНК секвениране  на организма, 

като чувствителността и специфичността на техниката са съпоставими с тези 

на „microarrays” според публикувани изследвания за Saccharomyces 

cerevisiae. Методът първоначално е прилаган с използването на 

радиоактивно белязани праймери при анализа на транскрипционния профил 

на растения, с малки изключения е приложен при бактерии  и по наша 

информация и литературна справка не е бил прилаган за анализ на 

медицинско значими гъбички.  

 Молекулярните механизми на резистентността към азолови препарати, 

флуконазол и итраконазол (fluconazole и itraconazole) на медицинско 

значимите гъбички са активно проучвани, но все още не са напълно 

изяснени. Трансформация с плазмид, в който е клониран функционален ген 

с цел да се възстанови функцията на мутантен алел(и) е класически подход 

при доказване на маркер, отговорен за резистентност.  Не всички механизми 

на резистентност се дължат на генни мутации. В такива случаи 

разработването на методи, чрез които да се направи количествен и цялостен 

геномен експресионен анализ е подходящо. Няколко гена и техни продукти 

са свързани с резистентността към азолови препарати при гъбичките. Това 
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са ERG11, MDR1, CDR, CDR1, CDR2, PDR16, YOR1 за които има 

доказателства, че тяхната експресия при резистентни щамове е повишена. 

Има данни за съществуването на други гени, които не са свързани с 

резистентността към азолови препарати, но имат повишена или понижена 

експресия при третиране с азолови препарати. Ние разработихме 

флуоресцентен метод за експресионен анализ, който се основава на 

техниката cDNA-AFLP, чрез който да типираме in-vitro индуцирана генна 

експресия в отговор на прилагани антимикотици. Изследвахме геномният 

отговор към флуконазол и итраконазол при двойки чувствителни и 

резистентни  референтни щамове на Candida albicans. Резултатите от 

изследванията бяха представени на 19 конгрес  на ECCMID в Хелзинки, 

Финландия, 16-19 май 2009, P1357 и публикувани в списание Molecular 

Biotechnology, DOI: 10.1007/s12033-009-9236-y.  

 Разработеният от нас метод за типиране на диференциално 

експресиращи се гени е приложим за всеки организъм и се явява 

алтернатива на микрочиповите технологии или бидименсионалната 

белтъчна гел електрофореза. Hooshdaran et al. идентифицират чрез 

бидименсионална полиакриламидна гел електрофореза, повишена експресия 

на 13 белтъка при двойка щамове на Candida albicans, имащи общ произход 

(matched strains). Двата  изследвани от Hooshdaran et al.  щама са 

чувствителен и флуконазол резистентен щам.  Изследваните белтъци са 

били свързани с аминокиселинната биосинтеза S-аденозил-L-хомоцистеин 

хидролаза и белтъци, ангажирани с въглехидратния метаболизъм. 

Понастоящем cDNA-AFLP техниката се счита за мощно средство при анализ 

на транскрипционния профил, прилаган за различни растителни видове. Ние 

извършихме селективна амплификация на cDNA фрагменти, получени при 

обработка с рестриктазна ендонукеаза, електрофоретично разделихме PCR 

продуктите и сравнихме получените профили между двата щама – 

контролен (чувствителен) и мутантен (резистентен). Weiberg, A. и сътр.  
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(2008) отчитат, че в зависимост от случайното разпределение на 

рестриктазните места,  някои фрагменти  cDNA  може да са представени с 

различни дължини, докато други въобще да не участват в анализа. В 

конктретната разработка cDNA-FAFLP методът позволи едновременен 

анализ на конститутивната и индуцирана генна експресия в отговор на 

азоловите противогъбични препарати при Candida albicans. 

Отчетохме появата на значителен брой ивици при извършване на PCR 

амплификация само с Cy-5 белязан праймери в концентрация от 10 pmol в 

реакционната смес. Повечето от пиковете се появяват след 300 мин. от 

началото на електрофорезата, което объркваше интерпретацията на 

резултата (Фиг. 19). Теоретично може да се предположи, че това се дължи на 

частично инхибирана амплификация на MboI-MboI фрагментите, тъй като 

при денатурация едноверижните фрагменти ренатурират и се създава 

компетитивност с амплифициращия Cy-5 праймер (Фиг. 18a). Емпирично 

идентифицирахме, че Cy-5 белязаният праймер хибридизира при 56
0
C. Под 

тази температура на хибридизация се благоприятства формирането на 

кръгова структура и броят на амплифицираните фрагменти с 3 μM от 

белязания праймер е значително намален. Добавянето на една селективна C 

база допълнително намалява броя на амплифицираните фрагменти с ¼. При 

по високи температури на хибридизация между 53
0
C и 56

0
C се 

благоприятствува хибридизацията на Cy-5MboI праймера, докато d(T)12-18 

праймера не хибридизира. Извършвахме нашите анализи при температура на 

хибридизация от 53
0
C, с цел да изключим от амплификация MboI-MboI 

фрагмените, които формират затворени кръгови структури (Фиг. 18a), 

докато MboI-d(T)12-18 фрагментите ще се амплифицират с предимство (Фиг. 

18б). С използването на праймерната двойка  MboI-d(T)12-18 получените 

фрагменти са значително по-къси. Броят на амплифицираните фрагменти се 

намалява, но в същото време анализът на резултата е опростен и изчистен от 

артефакти. При тези експериментални условия ние не идентифицирахме 
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гени с намалена (down-regulated) експресия. Идентифицирането на 

специфични маркери с повишена експресия в отговор на различни 

физически и химически фактори изисква фино оптимизиране на 

експерименталните условия като концентрация на реактивите, добавянето на 

селективна база на един от праймерите и условията на амплификация.  

 

a.    б. 

Фигура 18. a. Образуване на предполагаема затворена структура при 56
0
C на 

хибридизация на праймерите. б. Преференциална хибридизация на праймерите при 

53
0
C. 

 

cDNA-FAFLP анализът е алтернативен метод за цялостен 

експресионен геномен анализ, който преодолява до голяма степен 

ограниченията на микрочиповата технология. Техниката дава възможност за 

бърза идентификация на диференциално експресирани гени  и с голяма 

информативност анализира транскрибционния профил на всеки изследван 

организъм. Тя също избягва проблемите с използването на радиоизотопи. 

Прилаганата от нас електрофоретична система ALFexpress II е лесно 

приложима за количествено определяне на генната експресия на базата на 

големината и интензитета на пиковете или ивиците.  

Срещнахме технически ограничения за изолиране, клониране и 

секвениране на фаргментите, свързани с повишената експресия на маркерни 

гени. Тези ограничения са добре познати и характерни за всички вертикални 

или капилярни автоматизирани електрофоретични системи, които отчитат 

флуоресценция от преминаващите пред детектора фрагменти. Значително 

Cy-5 MboI праймер 
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TTTTT 
Олиго  d(T)12-18 праймер 
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по-лесно се изолират ивици за амплификация, клониране и секвениране при 

гелове от стандартната вертикална акриламидна електрофореза на 

акриламидни гелове със сребърно оцветяване. Този съществен недостатък на 

автоматизираните системи може да бъде преодолян чрез спиране на 

електрофорезата в момента на преминаване на фрагмента пред детектора и 

изрязване на определеното място от гела за екстракция на фрагмета.   

 

min150:00 180:00 210:00 240:00 270:00 300:00 330:00 360:00 390:00 420:00 450:00 480:00 510:00 540:00 570:00 600:00 630:00 660:00 690:00

10

15

20

25

30

 

 

Фиг. 19. cDNA-AFLP анализ на четири различни контролни cDNA, амплифицирани 

само с Cy-5 белязан MboI праймер при 10 pmol на реакция. Първият профил е 50 нб 

маркер. Последната ивица от маркера е фрагмент от 500 нб. Повечето от 

амплифицираните фрагменти са с дължини по-големи от 500 нб.  
 

 

VI. РЕЗЮМЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ. ИЗВОДИ 

Разработената дисертация има изследователска и методична 

насоченост. Изпитахме и въведахме няколко техники за генотипиране 

(RAPD, място-специфична PCR амплификация, AFLP и cDNA-AFLP) за 

таксономия, идентификация, филогенетични отнасяния и епидемиологични 

изследвания, приложени на модел медицинско значими гъбички. Основният 

извод който направихме е, че с изключение на техниката цялостно геномно 

секвениране, която е невъзможно да се прилага за рутинни изследвания, ние 

нямаме “златен стандарт” спрямо който да се оценява възпроизводимостта 

на даден метод за типиране или да се дефинира 100% типираща способност 

на метода. Получените резултати от прилагането на даден метод би трябвало 
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да бъдат сравнявани с натрупаните епидемиологични данни, както и с 

резултатите, получени при използването на други методи. 

Въз основа на проведените от нас изследвания могат да се направят 

следните изводи, които обобщават получените резултати: 

 - необходимо е съчетаването на няколко метода за епидемиологично 

типиране, с цел получаване на достоверни резултати и по-пълна 

характеристика на изследваните щамове, 

 - различните родове и видове дрожди изискват индивидуален подбор 

на генетичните методи за типиране, 

 - прилагането на RAPD техниката изисква значително 

стандартизиране: на количеството изходен материал за обработка, на 

условията на амплификация, количество изследвана ДНК, вид на праймера, 

с който се извършва типирането,  

 - място-специфичната PCR амплификация разработена на базата на 

CARE повтореният елемент дава незадоволителни резултати, 

 - разработената от нас AFLP методика дава отлични резултати при 

идентификацията на непознат вид, когато се сравнява спрямо познат 

стандарт, 

 - AFLP техниктата и софтуерния анализ на резултатите дават точна 

количествена информация за генетичната близост/отдалеченост между 

дрожди от различни родове и видове,  

 - разработената от нас cDNA-AFLP методика е надежден, съвременен 

метод за анализ на генната експресия при стресови фактори за 

(микро)организма. 
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VII. ДЕКЛАРАЦИЯ ЗА ОРГИНАЛНОСТ. ПРИНОСИ НА 

ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД  

 

VII.1. Научно - теоретични приноси 

VII.1.1. Чрез прилагането на RAPD техниката за типиране ние доказваме, че 

рекурентната вагинална кандидоза си причинява от щамове, чийто източник 

е екзогенен. 

VII.1.2. AFLP анализът е подходящ метод за провеждане на количествени 

филогенетични изследвания при изясняване на генетичната 

близост/отдалеченост на видове и родове. Софтуерния анализ на резултатите 

точно групира различни видове и родове в отделни самостоятелни клонове. 

VII.1.3. С помощта на AFLP анализа ние потвърждаваме съществуването на 

значителна генетична дивергенция между вариететите от серотипове A, D и 

изследвани клинични изолати на Cryptococcus neoformans. Серотип D е 

значително по-отдалечен от който и да било от клиничните щамове, но 

еволюционно директен клон и пряко свързан с предполагаемия 

прародителски изходен генотип. 

VII.1.4. За първи път в света ние разработваме и прилагаме метод за 

цялостно геномно типиране на генната експерия при патогенни гъбички чрез 

техниката cDNA-AFLP. cDNA-AFLP е единственият метод, който дава 

възможност за цялостен анализ на генномната експресия, без да се познава 

ДНК секвенцията на изследвания обект. 

VII.2. Научно-приложни приноси 

VII.2.1. Доказано бе, че AFLP анализът е точен метод за родова и видова  

идентификация на дрожди. 

VII.2.2. Разработихме и изпитахме cDNA-AFLP метод, който е алтернативен 

метод на микрочиповите хибридизационни технологии за анализ на 

подтисната или повишена генна експресия в следствие стресови фактори.  

VII.2.3. cDNA-AFLP техниката е приложима при анализа на който и да било 

стресов фактор, както и за всеки микроорганизъм. 
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