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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ И СПЕЦИАЛНА ТЕРМИНОЛОГИЯ 

 

ВХТ  - вирусна хеморагична треска 

ДИК  - Дисеминирана интравазална коагулация 

ДНК  - дезоксирибонуклеиова киселина 

ИП  - Инкубационен период 

КЕ  - Кърлежов енцефалит 

ККХТ  - Кримска - Конго хеморагична треска 

НБМ  - Новородените бели мишлета 

ОБН  - Остра бъбречна недостатъчност 

РН  - Реакция неутрализация 

РНК  - рибонуклеинова киселина 

РСК  - Реакция Свързване на Комплемента 

РХА  -  Реакция хемаглутинация 

РЗИ  - Регионална Здравна Инспекция 

РЗХА  - Реакция задръжка на хемаглутинацията 

СУЕ  - Скорост на утаяване на еритроцитите 

ЦНС  - Централна нервна система 

ХТБС  - Хеморагичната треска с бъбречен синдром 

  

CDC  - Център за контрол на болестите в Атланта, САЩ 

                         (Center for Disease Control) 

cDNA  - комплементарна ДНК (Copy DNA) 

CCHF  - Кримска-Конго хеморагична треска (Crimean-Congo haemorragic fever) 

CCHFV - вирус на Кримската-Конго хеморагична треска 

                         (Crimean-Congo haemoragic fеver virus) 

dNTP  - дезоксинуклеотид трифосфат (deoxynucleotide triphosphate) 

DOBV  - щам Добрава (Dobrava virus) 

ECDC  - Европейски център за контрол на болести в Стокхолм, Швеция            

(European Center for Disease Prevention and Control) 

ELISA - ензимен имуносорбентен тест (enzyme-linked immunosorbent assay) 

IL  - Интерлевкин 

NK  - Естествени килъри 

OD   - Оптична Плътност (Optical Density) 
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PCR  - Полимеразна Верижна Реакция (Polymerase Chain Reaction) 

PBS  - Фосфатно буфериран физиологичен разтвор (Phosphate Buffered Saline) 

rpm  - обороти в минута (round per minute) 

RT  - Обратна транскрибция (Reverse transcription) 

RT-PCR - Обратно транскриптазна-полимеразна верижна реакция 

   (Reverse transcription Polymerase Chain Reaction) 

TBE  - Кърлежов енцефалит (Tick-borne encephalitis) 

TBEV  - вирус на Кърлежов енцефалит (Tick-borne encephalitis virus) 

TNF  - Тумор некротизиращ фактор 

 

 

Ампликони – продуктите на полимеразната верижна реакция (PCR).  

Килобаза (кб) – нуклеотидна двойка в молекулата на ДНК. 

Мутация – генетично унаследена промяна в даден ген. 

Отворена рамка за четене (ОРЧ) – нуклеотидните последователности, намиращи се  

между иницииращия и терминиращия кодон.  

Праймер – едноверижен синтетичен олигонуклеотид, комплементарен на определен 

 нуклеотиден участък и използван от ензима ДНК полимераза за започване на синтеза 

на ДНК. 

Температура на топене (Тm) – температура, при която половината от ДНК фрагмента 

е двойноверижна, а другата половина – едноверижна. Tm зависи от големината на 

фрагмента и съдържанието на GC в него.  
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ВЪВЕДЕНИЕ 
 

Причиняваните от найро-, ханта- и флавивируси инфекции са широко 

разпространени по целия свят. Честотата и разпространението им значително се 

увеличи през последните две десетилетия, следствие на различни социално-

икономически и природни фактори и явления. Към тях се отнасят различни 

заболявания с многообразна клинична картина, тежест на протичане и краен изход - от 

недефиренцирани фебрилни състояния до типичните, тежко протичащи хеморагични 

трески и неврологични състояния, както и на инапарентни трудни за отдиференциране 

форми.  

 

Естествените генетични вариации, рекомбинациите, мутациите и пасирането на 

вирусите през резервоари с различна по степен резистентност към инфекцията,  

позволяват нови щамове да циркулират сред обществото и да затрудняват организма 

при изработването на специфични антитела. От друга страна, природните огнища 

непрекъснато търпят сложни и динамични промени, които обуславят временно 

затихване или активиране на огнища, създават се нови или се дисеминират старите. 

Също така, географското разположение и климатичните условия на страната ни, 

разположена непосредствено до Североизточното Средиземноморие и по пътя на 

мигриращите птици,  определят  широката циркулация и честата поява на споменатите 

по-горе заболявания, като се осигуряват реални възможности за създаване на 

нетипични форми на тези инфекции. 

 

Ефективната лабораторна (вирусологична) диагностика заема основно място при 

успешното идентифициране на арбовирусните инфекции. Понастоящем тази 

диагностика се базира главно на класическите серологични методи (РСК, ИФМ, РН, 

РЗХА), но остава недостатъчно разработена на молекулярно ниво (хибридизационни и 

амплификационни техники за детекция на вирусни геноми). Все по-широко 

практическо приложение намират различни усъвършенствани модификации на 

полимеразната верижна реакция – nested PCR и real-time PCR. Това повишава 

качеството на провежданите изследвания и дава възможност за количествена оценка на 

арбовирусната РНК. 
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 Ние считаме, че е назряла необходимост от разработване и внедряване на 

модерни методи и техники за бърза и ефективна (специфична и високочувствителна) 

диагностика на Кримската-Конго хеморагична треска (ККХТ), хантавируси 

причиняващи Хеморагичната треска с бъбречен синдром (ХТБС) и Кърлежовия 

енцефалит (КЕ) базирана на молекулярни методи за откриване и анализ на геномите на 

тези вируси. Ендемични взривове от тези инфекции се описват ежегодно у нас и на 

Балканския полуостров. Ето защо, навременната диагноза на тези заболявания е от 

съществено значение за адекватно лечение, изхода на болестта и предотвратяване на 

неговото по-нататъшно разпространение. От друга страна, високата патогенност на 

тези вируси винаги поддържа опасенията за използването им като потенциални агенти 

за биотерористични цели, а именно тук от решаващо значение е бързата и точна 

етиологична диагностика.  

 

Представеният дисертационен труд обобщава актуалната информация относно 

някои найро-, ханта- и флавивируси и диагностичния алгоритъм при разшифроване на 

предизвиканото от тях заболяване. Представени са резултати от проучвания на 

вирусите, причинители на ККХТ, ХТБС и КЕ както и адаптирането и въвеждането на 

най-съвременните методи за тяхната диагностика. 



2. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ НА ДИСЕРТАЦИЯТА 
 

 Анализирайки достъпната литература по проблема, ние си поставихме за 

основна цел: 

 

Да се разработят и усъвършенстват RT-PCR системи за диагностика на 

найро-, ханта- и флавивируси. 

 

За постигане на тази цел бяха набелязани следните задачи: 

 

1. Да се проучат различни методи за екстракция на вирусна РНК от найро-, 

 ханта- и флавивируси, причинители на ККХТ, ХТБС и КЕ. 

 

2. Да се разработят и усъвършенстват RT-PCR системи за детекция и анализ на 

вирусния геном на ККХТ. 

2.1. Да се приложат разработените системи PCR за откриване 

 на вируса на ККХТ в проби от съмнителни пациенти и кърлежи. 

2.2. Да се проучи генетичната вариабилност на вируса на ККХТ. 

 

3. Да се разработят и усъвършенстват RT-PCR системи за детекция и анализ на 

вирусния геном на хантавируса Добрава. 

3.1. Да се приложат разработените системи PCR за откриване 

 на хантавируса Добрава в проби от съмнителни пациенти. 

3.2. Да се проучи генетичната вариабилност на хантавируса Добрава. 

 

4. Да се разработят и усъвършенстват real-time RT-PCR системи за детекция и 

анализ на вирусния геном от вируса на КЕ. 

 

  

 

 8



3. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ  
 

3.1. Материали  

 

3.1.1. Клинични материали  

3.1.1.1. Подбор на пациенти  

3.1.1.2. Вземане, съхранение и транспортиране на клиничните 

материали до лабораторията за изследване  

3.1.1.3. Първична обработка на материалите за изследване  

3.1.1.4. Заразяване на новородени бели мишлета с  

клинични материали  

3.1.2. Изследване на кърлежи чрез real time RT-PCR за ККХТ  

3.1.3. Контролни вирусни нуклеинови киселини  

 

 

3.2. Методи  

 

3.2.1. РНК екстракционни процедури  

3.2.2. Обратна транскрипция (RT) и синтез на комплементарна ДНК  

3.2.3. Олигонуклеотидни праймери и праймерни системи  

3.2.4. Полимеразна верижна реакция (PCR)  

3.2.4.1. Обратно-транскриптазна полимеразна верижна реакция 

             (RT-PCR) и nested-PCR системи  

3.2.4.2. RT-PCR в реално време (real-time RT-PCR)  

 

3.2.5. Секвениране и филогенетичен анализ на вируса на ККХТ и 

           хантавируса DOBV  

3.2.6. Серологични реакции  

3.2.6.1. Реакция за Свързване на Комплемента (РСК)  

  3.2.6.2. Ензимно Свързан Имуносорбентен Тест (ELISA)  

 

3.2.7. Електронна микроскопия  
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4. РЕЗУЛТАТИ  И  ОБСЪЖДАНЕ 
 
4.1. ПРОУЧВАНЕ НА РАЗЛИЧНИ МЕТОДИ ЗА ЕКСТРАКЦИЯ НА ВИРУСНА 

РНК ОТ ПРИЧИНИТЕЛИТЕ НА ККХТ, ХТБС и КЕ 

 

 За да оценим ефективността на различните методи за екстракция на вирусна 

РНК, бяха изследвани различни клинични материали: цялостна кръв на болни, серум, 

мозъчни и белодробни суспензии от аутопсирани НБМ и пулове кърлежи. 

 

 Равни количества от клиничните материали бяха обработени с 4 различни 

екстракционни техники: търговски набори QIAamp Viral RNA, Illustra RNAspin, 

Dynabeads mRNA и тризолова РНК-ова есктракция. На таблица 1 са представени 

резултатите от сравнителната (количествена и качествена) оценка на използваните РНК 

екстракционни техники. 

 

Получените резултати показват, че различните екстракционни техники имат 

различна ефективност при екстракцията на РНК от различни клинични материали. Най-

висок добив РНК беше постигнат при екстракцията на РНК от цялостна кръв, серум, 

мозъчните и белодробни суспензии, както и пулове кърлежи с помощта на реагента 

QIAamp Viral RNA. Много е вероятно, ефективността на използвания от нас 

екстракционен набор да се дължи на специфичния състав на лизиращия буфер, 

включен в него, който обаче е запазена марка на производителя. Близки стойности бяха 

постигнати и при използване на Illustra RNAspin при екстракцията на РНК. В същото 

време, продължителността на екстракцията при QIAamp беше значително по-кратка, в 

сравнение с екстракциите, провеждани с тризол. 
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Taблица 1. Сравнителна количествена и качествена оценка на РНК екстракции, 

проведени с различни техники. 

  

Метод на РНК екстракция 

QIAamp Viral 

RNA 

Illustra 

RNAspin 

Dynabeads 

mRNA 
Тризол Проба 

1* 2** 1        2 1 2 1 2 

 

Цялостна кръв  

 

Серум 

 

Мозъчни и 

белодробни 

суспензии от 

НБМ  

 

Пулове кърлежи 

 

 

 100,6 

 

  20, 2 

 

 

  80,1 

 

 

 

  31,6 

 

2,1 

 

2,0 

 

 

2,1 

 

 

 

1,9 

 

  96,7 

 

17,1 

 

 

76,8 

 

 

 

30,1 

 

2,2 

 

2,0 

 

 

2,1 

 

 

 

1,8 

 

 

87,3 

 

18,2 

 

 

75,1 

 

 

 

22,3 

 

2,1 

 

1,9 

 

 

1,9 

 

 

 

1,8 

 

60 

 

16,6 

 

 

67,7 

 

 

 

15,2 

 

1,9 

 

1,8 

 

 

  2,1 

 

 

 

1,7 

 

 

Легенда: 1* - добив на РНК (μg/μl); 

         2** - чистота на есктрахираната РНК (Екстинкция А260/280).  

  

 На таблица 1 се вижда, че ефективността на различните екстракционни 

методики е различна при различните типове изследвани материали. Това определя 

значимостта на използваната методика за РНК-екстракция за най-правилното 

изследване при различните заболявания. Имайки предвид получените от нас резултати, 

при по-нататъшните изследвания ние използвахме най-ефективните процедури при 

обработката на съответните клинични материали.  
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4.2. РАЗРАБОТВАНЕ НА RT-PCR СИСТЕМИ ЗА ДЕТЕКЦИЯ И АНАЛИЗ НА 

ВИРУСА НА ККХТ 

 

 За да подберем подходящите варианти на PCR, бяха изпробвани и оптимизирани 

различни праймерни системи и амплификационни програми. Сравнена беше 

специфичността и чувствителността на различни праймерни двойки при изследване на 

познати щамове ККХТ и такива изолирани от различни клинични материали (кръв, 

серум, органи на аутопсирани опитни животни, кърлежи). 

 

4.2.1. Определяне на оптимална температура за хибридизация на 

специфични за вируса на ККХТ праймери  

 

Праймерните системи F2-R3; F3-R2 се считат за най-успешните сред различните 

PCR системи, използващи общи (консенсусни) праймери за детекция на вируса на 

ККХТ в малкия (S) сегмент (Burt et al., 1998). За да оптимизираме използваната от нас 

PCR система с консенсусните праймери F2-R3; F3-R2,  най-напред беше определена 

тяхната температура на топене (melting temperature, Tm). Изчисленията бяха извършени 

е помощта на формулата на Wallace: Tm = [(A/T) x 2 + (G/C) x 4] (Wallace et al, 1979), 

при което беше намерено, че Tm за двойката F2-R3 са съответно 56°C (F2) и 54°C (R3), 

a за двойката F3-R2 са съответно 60°C (F3) и 58°C (R2).  

 

Въз основа на теоретично определените Tm на двете праймерни двойки, бяха 

проведени експерименти за определяне на оптималната температура на хибридизация 

на праймерите. За целта беше проведено едновременното инкубиране на еднакви проби 

при различни температури. В нашите експерименти, началната температура при 

двойката F2-R3  беше програмирана с 4°C по-ниска от изчислената по формулата на 

Wallace и постепенно се увеличаваше до 55°C и 60°C. Резултатите от 

експерименталното установяване на температурите на спояване бяха визуализирани и 

отчитани с помощта на 2% агарозна гел-електрофореза. Оптималните температури бяха 

съответно 50°C за праймерната система F2-R3 и 40°C за праймерната система F3-R2. 

 

 

Определяне на оптималната температура за хибридизация на специфични  

праймери за вируса на ККХТ беше направено и за другите две разработени от нас 
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праймерни двойки, откриващи секвенции в средния и големия сегмент на вируса. 

Температурата на топене (Tm) на всеки от праймерите и експерименталното 

определяне на съответните им температури на хибридизация бяха определяни по 

начините, използвани по отношение на консенсусните праймерни системи (виж по-

горе). Получените резултати са обобщени в табл. 2. 

 

 За амплификация на средния (М) сегмент на вируса на ККХТ бяха използвани 

конструираните от нас праймерни двойки Fow1641-Rev2598/Fow1641-Rev1911, 

осигуряващи специфичната амплификация на участъци от гените, кодиращи 

гликопротеините на вируса (Marriot et al., 1989). Оптимизираният протокол за тяхното 

използване беше както следва: начална денатурация на 95°C за 5 мин, последвана от 35 

цикъла 95°C/30 сек, 60°C/ 30 сек., 72°C/ 1 мин. и 1 цикъл крайна елонгация на 72°C за 

10 мин.  

 

За амплификация на големия (L) сегмент на вируса на ККХТ беше 

конструирана праймерната двойка CCHFV_L1819F - CCHFV_L3419R, осигуряваща 

специфичната амплификация на участъци от гените, отговорни за синтеза на вирус-

асоциираната РНК-зависима РНК полимераза на вируса (Marriot et al., 1989). 

Оптимизираният протокол за тяхното използване беше както следва: начална 

денатурация на 95°C за 5 мин, последвана от 35 цикъла 95°C/30 сек, 55°C/ 30 сек., 72°C/ 

1,5 мин и 1 цикъл крайна елонгация на 72°C за 10 мин.   
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Таблица 2. Оптимизирани температури за хибридизация на праймерните 

олигонуклеотиди, използвани при изследванията на вируса на ККХТ чрез различни 

варианти на PCR в различните вирусни геноми. 

 

Праймер Tm Температурен 
интервал Тann Крайна 

концентрация 
 

S-сегмент 
 

F2 
R3 

 
F3 
R2 

 
M-сегмент 

 
Fow1641* 
Rev2598* 

 
Fow1641* 
Rev1911* 

 
L-сегмент 

 
CCHFV_L1819F* 
CCHFV_L3419R* 

 

 
 
 

56°C 
54°C 

 
60°C 
58°C 

 
 
 

64°C 
60°C 

 
64°C 
54°C 

 
 
 

54°C 
54°C 

 
 
 

50-60°C 
 
 

40-60°C 
 
 
 
 

55-65°C 
 
 

50-65°C 
 
 
 
 

50-60°C 
 

 
 
 

50°C 
 
 

40°C 
 
 
 
 

60°C 
 
 

60°C 
 
 
 
 

55°C 

 
 
 

20 µM  
 
 

20 µM  
 
 
 
 

20 µM  
 
 

20 µM  
 
 
 
 

20 µM 

 

Легенда: * Праймери конструирани от нас 

       Tm - точка на топене за всеки праймер поотделно 

       Tann - оптимална точка на спояване за всяка двойка праймери в реакция 

 

4.2.2. Определяне специфичност и чувствителност на праймери за детекция 

на вируса на ККХТ 

 

Проведохме амплификационни анализи с РНК, изолирана от различни 

стандартни и контролни вирусни геноми. Всички експерименти бяха повтаряни 3-

кратно при едни и същи условия, за да докажем възпроизводимост на резултатите. 

 

При тестването бяха използвани по 0,5 μg от всяка от контролните РНК, които 

бяха амплифицирани по протоколите, съответстващи на всяка от праймерните двойки. 
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Получените резултати доказват високата специфичност на подбраните и използваните 

праймерни олигонуклеотиди за детекция и анализ на вируса на ККХТ. При нито един 

от случаите не беше наблюдавана неспецифична PCR амплификация при използването 

на други хетероложни и хомоложни вирусни РНК (табл. 3). 

 

Таблица 3. Специфичност на различни праймерни двойки, използвани за детекция на 

вируса на ККХТ с помощта на RT-PCR. 

 

 
ККХТ - праймерна двойка 
 

Амплификация на геномна РНК от 
хетероложни и хомоложни вируси: 

   1   2    3 4   5    6  7    8 

F2-R3 - - - - - + + + 
F3-R2 - - - - - + + + 
Fow1641- Rev2598 - - - - - + + + 
Fow1641-Rev1911 - - - - - + + + 
CCHFV_L1819F - CCHFV_L3419R - - - - - + + + 

 

Легенда: В колони 1-8 са отразени резултатите от амплификацията на секвенции от 

геноми на различни хетероложни и хомоложни вируси: (1): Influenza virus (A/H3N1); 

(2): Rotavirus G1[P8]; (3): Venezuelan equine encephalitis TC-83 virus (VEEV TC-83); (4): 

Dengue virus-2 (DENV-2); (5): Dobrava virus (HTBS); (6): лаб.No. V 42/81; (7): лаб.No. V 

53/05 (8): лаб.No. V 48/06;  

 

Праймерните системи използвахме и на материали от заразени с ККХТ 

новородени бели мишлета (НБМ). Мозък, бял дроб и далак, съдържащ вируса на ККХТ 

подлагахме на екстракция с помощта на реагента QIAamp Viral RNA за изолиране на 

специфична РНК. Паралелно извършвахме РНК екстракции на незаразени мозък, бял 

дроб и далак от контролни незаразени мишлета.  

 
Специфичността на всички двойки праймери бе определена след провеждане на 

амплификационни PCR реакции съдържащи РНК, изолирана от тъканни проби след 

аутопсия на инфектираните лабораторни животни. Резултатите от изследването за 

специфичност на праймерната система F2-R3 с материали от инфектирани новородени 

бели мишлета (органни суспензии от мозък, бял дроб и слезка) и пациенти са показани 

на фиг. 1. 



 
 

Фигура 1. Гел-електрофореза на амплифицираните секвенции от региона на S-

сегмента на РНК от вируса на ККХТ. Старт М – Маркер (100 bp DNA Ladder); старт К- 

- отрицателна контрола (екстрахирана РНК от мозъци на здрави новородени бели 

мишлета); старт К+ - положителна контрола (контролна нуклеинова киселина – РНК от 

вируса на ККХТ, ваксиналния щам V 42/81); старт 1 - амплификацията на секвенции от 

вируса на ККХТ, изолирани от получените тъканни проби на лаб.No. V 53/05; старт 2 - 

амплификацията на секвенции от вируса на ККХТ, изолирани от получените тъканни 

проби на лаб.No. V 48/06; старт 3, 4, 5 -  тотална РНК изолирана от цялостна човешка 

кръв. 

С всички праймери чувствителността изследвахме на различни разреждания на 

РНК-проби, екстрахирани от положителна контрола – РНК от ваксиналния щам на 

вируса на ККХТ, V 42/81. Чуствителността на PCR системите определяхме като най-

малко 0,05μg. Направения експеримент е отразен на фиг. 2. 

 

 
Фигура 2. Определяне на чувствителността на консенсусните праймерни 

системи. Амплификация на серийни разреждания на РНК от положителна контрола – 

РНК от ваксиналния щам на вируса на ККХТ, старт М: Маркер (100 bp DNA Ladder); 

старт 1: 0,5 μg;  старт 2: 0,1 μg; Старт 3: 0,05 μg.  
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 Направените от нас праймерни двойки са специфични и откриват ККХТ генома 

както в очистени вирусни частици, така и в суспензии от органи на заразени НБМ. 

Чуствителността на конструираните от нас праймерни системи залавя вирусна РНК до 

0,05 μg/μl. и нагоре, следователно концентрация под тази е подпрагова. 

 

а) Разработване на RT-PCR за откриване на S сегмента на вируса на ККХТ  

   (F2-R3; F3-R2) 

 

Двете консенсусни праймерни системи (F2-R3 и F3-R2) амплифицират 

фрагменти на гена, кодиращ нуклеопротеина от вируса на ККХТ. За целите на 

амплификацията бяха използвани модифицирани и адаптирани от нас протоколи за 

едностъпков RT-PCR. Оптималните работни концентрации на предварително 

синтезираните праймери (табл. 2) бяха експериментално определени, като резултатите 

показаха, че оптималната работната концентрация на праймерите и за двете двойки е 20 

µM. Определихме също оптимален амплификационен режим за всяка от изследваните 

праймерни двойки. 

 

Чрез експериментално сравняване на различни амплификационни системи, 

провеждани в няколко етапа, както и различни температури за хибридизация на 

праймерите, ние установихме като най-ефективен следния протокол за специфично 

откриване на фрагмент от малкия S-сегмент на вируса на ККХТ: едностъпков RT-PCR 

се провежда с една перла GE Healthcare, разтворена в 36 µl ddH2O, към което 

последователно се добавят по 2 µl праймер F2, 2 µl праймер R3 и 10 μl (0,5 µg) вирусна 

РНК (фиг. 3).  

 

 



 
Фигура 3. Електрофореза на ампликон фланкиран от праймерите F2-R3 при 

избраните от нас амплификационни условия. Оптимизиране на протокол за доказване 

на 534 bp фрагмент от малкия S-сегмент на вируса на ККХТ чрез едностъпков RT-PCR: 

една перла GE Healthcare разтворена в 36 µl вода за PCR, 2 µl праймер F2, 2 µl праймер 

R3, 10 μl екстрахирана вирусна РНК (0,5 µg/реакция); старт М – Маркер (100 bp DNA 

Ladder). 

 

Повишаване на чувствителността на RT-PCR с помощта на nested-PCR 

 

Nested(F2-R3/F3-R2)-PCR беше проведен на ваксиналния вирусен щам - лаб.No. 

V42/81 (фиг. 4-А). Използвани бяха подпрагови концентрации на чуствителност на 

системите, които не дадоха банд при първоначалната амплификация. Тази реакция 

беше подложена на втора амплификация чрез втората двойка вътрешни праймери. 

Получените резултати доказаха рязко повишаване на чувствителността на теста: ККХТ 

РНК бе доказана при отсъствие на видим PCR продукт (ампликон) от първия рунд 

амплификация с F2-R3 праймерите. Това показва, че използването на nested F2-R3/F3-

R2 PCR е подходящ за изследване на клинични материали, съдържащи малък брой 

ККХТ РНК вирусни копия.  

 

Други автори също са показали, че F2-R3/F3-R2 nested-PCR има по-голяма 

чувствителност от стандартната реакция (Papa A. et al., 2002, 2004). Причина за това са 

допълнителните 40 цикъла с вътрешната двойка праймери F3-R2, което произвежда 

ампликон (260 bp) в концентрация, достатъчна да бъде отчетена (фиг. 4-Б).   
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А.    Б.                       

                                                 

Фигура 14.  Гел-електрофореза на амплифицираните секвенции от региона на S-

сегмента на РНК от вируса на ККХТ. (A) Провеждането на едностъпковата система 

RT-PCR беше последвана от nested-PCR. Използваните реактиви при първия цикъл 

(старт 1) са както следва: една перла от търговския кит GE Healthcare разтворена в 36 µl 

вода за PCR; 2 µl праймер F2; 2 µl праймер R3; 10 μl екстрахирана вирусна РНК (0,3 µg/ 

реакция). Условията за амплификация са следните: синтез на комплементарната ДНК - 

50°C/30 мин.; инактивиране на обратната транскриптаза - 95°C/15 мин.; денатурация - 

95°C/30 сек., спояване на праймерните двойки - 50°C/30 сек. и елонгация - 72°C/45 сек 

за 40 цикъла. Използваните реактиви при втория цикъл (старт 2) са както следва: 

разтворена перла в 41 µl вода; 2 µl праймер F3; 2 µl праймер R2; 5 μl амплифициран 

продукт от първия цикъл. Условия на амплификация: инактивиране на обратната 

транскриптаза - 95°C/10 мин.; денатурация - 94°C/30 сек., спояване на праймерните 

двойки - 41°C/1 мин. и елонгация - 72°C/2 мин. за 40 цикъла. (Б) Специфични 

ампликони с размер от 534 bp при първия цикъл (условно проявени, невидим в дадения 

случай (старт 1)) и 260 bp при втория цикъл (безусловно проявени (старт 2)), доказват 

наличието на вируса на ККХТ в изследваната проба.  

 

SYBR®Green I real-time RT-PCR за детекция на S сегмента от вируса на ККХТ 

 

За да въведем в лабораторната ни практика детекцията и анализа на вируса на 

ККХТ с помощта на технологията real-time RT-PCR, ние използвахме праймерните 

системи F2-R3, намерени за ефективни при конвенционалните варианти на RT-PCR. 

Тъй, като провеждането и отчитането на реакциите при real-time RT-PCR се отличава от 
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това при конвенциония PCR, ние изпробвахме и оптимизирахме различни 

амплификационни програми с помощта на SYBR® Green I real-time RT-PCR.  

 

Амплификационните реакции бяха провеждани с помощта на Script One-Step 

RT-PCR Kit With SYBR® Green I (BIO-RAD, USA Cat.No. 170-8892), следвайки 

протокола на производителя. Получените резултати показват, че за оптимално 

функциониране на системата и качествена визуализация на продукта, от съществено 

значение са изходното количество на изследваната РНК, работната концентрация на 

праймерите и наличието на активационно стъпало за ензима Taq-полимераза. Всички 

експерименти бяха провеждани 3-кратно при едни и същи условия, за да докажем 

възпроизводимост на резултатите. Оптимизираните протоколи за real-time RT-PCR на 

праймерната система F2-R3 са посочени на съответните фигури (фиг. 5 А-Д). 

 

А.    Б.  

 

Фигура 5 А-Б. Real-time RT-PCR за детекцията и анализа на вируса на ККХТ с 

помощта на праймерните системи F2-R3 с Script One-Step RT-PCR Kit With SYBR® 

Green I. Оптимизираният амплификационен протокол, използван от нас беше: 25 μl 

реакционна смес SYBR Green, 2 μl праймер F2, 2 μl праймер R3, 10 μl вода за PCR, 10 

μl екстрахирана вирусна РНК (0,3 μg/ реакция) и 1 μl обратна транскрипраза в краен 

обем 50 μl. Условията, използвани за амплификация, са както следва: синтез на 

комплементарната ДНК - 50°C/10 мин.; инактивиране на обратната транскриптаза - 

95°C/5 мин.; денатурация - 95°C/10 сек. и спояване на праймерните двойки - 55°C/30 

сек. за 40 цикъла; отчитане на флуоресценцията; анализ на температурата на топене - 

55°C до 95°C, 0,5°C/read, 10 сек.  (А) Пропорционално нарастване на флуоресцентното 

излъчване по време на амплификация на образувания ампликон от лаб.No.V 42/81. 

Представена е детекцията на малкия S сегмент от вируса на ККХТ в контролната 

проба; (Б) Специфичност на амплификационния продукт от вируса на ККХТ. 

Специфичността на амплификационния продукт бе установена чрез анализ на кривата 
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на топене. Тm на специфичния 534-базов PCR продукт бе 82°C, което съответства на 

предварително установената температура на топене.  

 

В.    Г.  

 

Фигура 5 В-Г. Real-time RT-PCR за детекцията и анализа на вируса на ККХТ в 

различни положителни проби с помощта на праймерните системи F2-R3 с Script One-

Step RT-PCR Kit With SYBR® Green I. (В) Флуоресцентни криви на положителни 

клинични материали. Представена е детекцията и сравнение на положителна контрола 

(контролна нуклеинова киселина – РНК от вируса на ККХТ, лаб.No.V 42/81) със 

секвенции от вируса на ККХТ, изолирани от получените тъканни проби на лаб.No. V 

53/05 и лаб.No. V 48/06.  (Г) Специфичност на амплификационните продукти чрез 

анализ на кривата на топене (melting curve analysis). Амплификационните продукти на 

лаб.No. V 53/05 и лаб.No. V 48/06 (543 bp) показаха висока специфичност при Тm = 

82°C което съответства на предварително установената температура на топене. Липсват 

допълнителни пикове от неспецифични продукти.  

 

В сравнение с конвенционалния RT-PCR, времето за цялостния анализ на вируса 

на ККХТ с real-time RT-PCR намалява значително, поради отпадане на процедурите по 

визуализация на продуктите (Ririe et al., 1997; Mackay et al., 2002). Безспорно 

предимство е и по-специфичният анализ на продуктите с помощта на melt analysis, 

който предлага SYBR® Green I.  

 

б) RT-PCR с праймерни системи насочени към M сегмента на вируса на ККХТ 

(Fow1641-Rev2598; Fow1641-Rev1911) 

 

Двете консенсусни праймерни системи (Fow1641-Rev2598 и Fow1641-Rev1911) 

амплифицират фрагменти на гена, кодиращ двата повърхностни гликопротеина G-1 и 

G-2 от вируса на ККХТ. За целите на амплификация бяха използвани модифицирани и 

адаптирани от нас протоколи за едностъпков RT-PCR системи с помощта на търговския 
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набор GoTag DNA Polymerase, Promega, като предварително беше синтезирана cDNA. 

Оптималните работни концентрации на предварително синтезираните праймери (табл. 

2), бяха експериментално определени според препоръките на производителя. 

Резултатите показаха, че оптималната работна концентрация на праймерите и за двете 

системи е 20 µM. Чрез експериментално сравняване на различни амплификационни 

режими, провеждани в няколко етапа, както и различни температури на хибридизация 

на праймерите, ние установихме най-ефективните протоколи за амплификацията (фиг. 

6).  

 

Повишаване на чувствителността на RT-PCR с помощта на nested-PCR 

 

С помощта на nested (Fow1641-Rev2598 и Fow1641-Rev1911) PCR бяха 

изследвани контролните вирусни щамове: V 53/05 и V 42/81 (фиг. 20). Провеждането 

на едностъпковата система RT-PCR беше последвана от nested-PCR. Получените 

резултати доказаха рязко повишаване на чувствителността на теста: ККХТ РНК от 

средния М-сегмент бе доказана при отсъствие на видим PCR продукт от първия рунд на 

пробата V 53/05 използвайки праймерите Fow1641-Rev1911. 

 
Фигура 6.  Гел-електрофореза на амплифицираните секвенции от региона на М-

сегмента на РНК от вируса на ККХТ чрез RT-PCR и nested-PCR. Старт М – Маркер 

(100 bp DNA Ladder); старт 1 - Специфични ампликони с размер от 957 bp при първия 

цикъл (невидими в дадения случай (ляв джоб)) и 270 bp при втория цикъл (бледо 

проявени (десен джоб)), доказват наличието на вируса на ККХТ в лаб.No. V 53/05; 

старт 2 - Специфични PCR продукти в съответните размери при първия (ляв джоб) и 

втория цикъл (десен джоб) на лаб.No.V 42/81 доказващи наличието на вируса на ККХТ; 

Използваните реактиви при първия цикъл PCR са както следват: 33 μl RNA free water, 
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10 μl 5x Green Go Tag reaction buffer, 2,5 μl cDNA, 2 μl 25 mM MgCl, 1μl микс dNTPs, 1 

μl праймер Fow1641, 1 μl праймер Rev2598 и 0,25 μl от GoTag DNA Polymerase. 

Условията за амплификация са следните: денатурация - 95°C/30 сек., спояване на 

праймерните двойки - 60°C/30 сек. и елонгация - 72°C/1 мин. за 35 цикъла; 

Използваните реактиви при втория цикъл са: 33 μl RNA free water, 10 μl 5x Green Go 

Tag reaction buffer, 2 μl 25 mM MgCl, 1μl микс dNTPs, 1 μl праймер Fow1641, 1 μl 

праймер Rev1911, 2 μl амплифициран продукт от първия цикъл и 0,25 μl от GoTag DNA 

Polymerase.  Условията за амплификация са както при първия цикъл. 

 

SYBR®Green real-time RT-PCR за детекция на М сегмента от вируса на ККХТ 

 

За да въведем в лабораторната ни практика детекцията и анализа на вируса на 

ККХТ в средния М-сегмент с помощта на технологията real-time RT-PCR, ние 

изпробвахме праймерната система Fow1641-Rev2598, намерена за ефективна при 

конвенционалния вариант на RT-PCR. Провеждането и отчитането на реакциите бяха 

оптимизирани чрез различни амплификационни програми с помощта на Script One-Step 

RT-PCR Kit With SYBR® Green I. Всички експерименти бяха провеждани 3-кратно при 

едни и същи условия, за да докажем възпроизводимост на резултатите. 

Оптимизираните протоколи са посочени на съответните фигури (фиг. 7 A, Б). 

 

А.    Б.  

 

Фигура 7. Real-time RT-PCR за детекция и анализ на вируса на ККХТ с помощта 

на праймерните системи Fow1641-Rev2598 с Script One-Step RT-PCR Kit With SYBR® 

Green I. Оптимизираният амплификационен протокол, използван от нас беше: 25 μl 

реакционна смес SYBR Green, 2 μl праймер Fow1641, 2 μl праймер Rev2598, 10 μl вода 

за PCR, 10 μl екстрахирана вирусна РНК и 1 μl обратна транскрипраза в краен обем 50 

μl. Условията, използвани за амплификация, са както следва: синтез на 

комплементарната ДНК - 50°C/10 мин.; инактивиране на обратната транскриптаза - 

95°C/5 мин.; денатурация - 95°C/10 сек. и спояване на праймерните двойки - 60°C/30 
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сек. за 40 цикъла; отчитане на флуоресценцията; анализ на температурата на топене - 

55°C до 95°C, 0,5°C/read, 10 сек.  (А) Пропорционално нарастване на флуоресцентното 

излъчване по време на амплификациите на образувалите се ампликони от лаб.No.V 

48/06 и лаб.No.V 42/81. Представена е детекцията на средния М-сегмент от вируса на 

ККХТ в контролните проби; (Б) Специфичност на амплификационните продукти от 

вируса на ККХТ. Специфичността на амплификационния продукт бе установена чрез 

анализ на кривата на топене. Тm на специфичния 957-базов PCR продукт бе 82°C, което 

съответства на предварително установената температура на топене. Липсват 

допълнителни пикове от неспецифични продукти. 

 

в) RT-PCR с праймерни системи насочени към L сегмента на вируса на ККХТ 

(CCHFV_L1819F - CCHFV_L3419R) 

 

Консенсусните праймерни двойки (CCHFV_L1819F - CCHFV_L3419R) 

амплифицират фрагмент на гена, кодиращ вирус-асоциираната РНК-зависима РНК 

полимераза на вируса на ККХТ. За целите на амплификация бяха използвани 

модифицирани и адаптирани от нас протоколи за едностъпков RT-PCR система с 

помощта на търговския набор GoTag DNA Polymerase, Promega, като предварително 

беше синтезирана cDNA. Оптималните работни концентрации на предварително 

синтезираните праймери (табл. 2), бяха експериментално определени според 

препоръките на производителя. Резултатите показаха, че оптималната работна 

концентрация на праймерите е 20 µM. Чрез експериментално сравняване на различни 

амплификационни режими, провеждани в няколко етапа, както и различни температури 

на хибридизация на праймерите, установихме най-ефективните протоколи за 

амплификацията (фиг. 8).  

 

 

 



 
 

Фигура 8.  Гел-електрофореза на амплифицирана секвенция от региона на L-

сегмента на РНК от вируса на ККХТ чрез RT-PCR. Старт М – Маркер (1000 bp DNA 

Ladder); старт 1 - Специфичeн ампликон с размер от 1600 bp доказващ наличието на 

вируса на ККХТ в контролната проба – ваксиналния щам V 42/81; Използваните 

реактиви при изпълнението на протокола са: 33 μl RNA free water, 10 μl 5x Green Go 

Tag reaction buffer, 2,5 μl cDNA, 2 μl 25 mM MgCl, 1 μl микс dNTPs, 1 μl праймер 

CCHFV_L1819F, 1 μl праймер CCHFV_L3419R и 0,25 μl от GoTag DNA Polymerase. 

Условията за амплификация са следните: начална инкубация 95°C/5 мин., денатурация 

- 95°C/30 сек., спояване на праймерните двойки - 55°C/30 сек. и елонгация - 72°C/1, 30 

мин. за 35 цикъла. 

 

4.3. ПРИЛОЖЕНИЕ НА РАЗРАБОТЕНИТЕ СИСТЕМИ RT-PCR ЗА 

ОТКРИВАНЕ НА ВИРУСА НА ККХТ В ПРОБИ ОТ ПАЦИЕНТИ И КЪРЛЕЖИ 

 

В периода Март 2008 – 2011 бяха събрани и изследвани общо 194 кръвни и 

серумни проби от пациенти за Кримска-Конго хеморагична треска. Разработените и 

оптимизирани молекулярни методи и средства за диагностика на ККХТ ни дадоха 

възможност да проведем прецизни изследвания върху съмнителните пациенти с цел 

доказване или отхвърляне на диагнозата. 

  

Всички клинични материали бяха събирани целенасочено по време на 

диагностичните или терапевтичните манипулации в съответните инфекциозни 

отделения. Описанието на клиничната картина на пациентите по време на вземането на 

лабораторната проба отговаряше най-често на началния (хеморагичния) стадий на 

заболяването: неразположение, отпадналост, понякога главоболие, втрисане, болки в 

мускулите, температура 39-40°C, гадене, повръщане, адинамия, зачервено лице, 
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кървене от носа, венците и местата на венозни манипулации. В анамнезата на 

заболяването винаги присъстваха данни за ухапване от кърлеж или контакт с домашни 

животни (кози, говеда) (фиг. 9). 

 

А.    Б.  

 

Фигура 9. Болен от Кримска-Конго хеморагична треска постъпил в 

Инфекциозно Отделение – гр. Гоце Делчев. (А) Хеморагии проявени на местата за 

венозни манипулации. (Б) Кървене от носа придружен с хеморагичен конюнктивит. 

 

Клиничните материали се вземаха на място, при леглото на болния и се 

транспортираха по съответния начин до Лабораторията по Kърлежово/Векторно 

преносими инфекции, сектор Арбовируси на НЦЗПБ. За изследването се използваха 

140 µl от суспектната кръв за процедурите на екстракция на вирусна РНК, а други 100 

µl индивидуално се инжектираха на новородени бели мишлета.  

 

Вирусна РНК бе екстрахирана директно от изпратената кръв на пациентите с 

помощта на търговския набор QIAamp® Viral RNA Mini kit (QIAGEN, Germany). 

Тоталната РНК бе измерена спектрофотометрично, като част от нея веднага беше 

използвана за провеждане на различните модификации RT-PCR системи, а останалата 

част беше съхранявана при -800C. 

 

Веднага след екстракционните процедури бяха провевеждани адаптираните и 

модифицирани от нас протоколи за Real-time RT-PCR и nested-PCR с помощта на които 

диагностицирахме и проследявахме съмнителните пациенти. Един от случаите, 

получен материал (цялостна кръв - лаб.No. V 59/09) на пациента С.И.А. на 66 г. И.З. № 

10606/ 432 от гр. Сливен постъпил на 10.06.2009 в Инфекциозно отделение на МБАЛ 

„Д-р Ив. Селимински”, описваме по-долу (фиг. 10, 11 и 12).  
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Фигура 10. Real-time RT-PCR за детекцията и анализа на вируса на ККХТ при 

пациент V59/09 с хеморагичен синдром. Видно е пропорционално нарастване на 

флуоресцентното излъчване по време на амплификация на образуваните ампликони 

чрез праймерните системи F2-R3 с помощта на Script One-Step RT-PCR Kit With SYBR® 

Green I. Положителна контрола - (А). Проба от пациент - лаб.No. V 59/09 - (Б). 

Отрицателна контрола - (В).  

 

 
 

Фигура 11.  Real-time RT-PCR за детекцията и анализа на вируса на ККХТ при 

пациент с хеморагичен синдром. На фигурата са представени анализ и сравнение на 

кривата на топене при PCR продукти, получени при амплификация на специфична 

вирусна РНК, екстрахирана от контролна проба - (А) и проба от пациент - лаб.No. V 

59/09 - (Б). Отрицателна контрола - (B).  

 

Провеждането на система nested-PCR беше осъществена в две части RT-PCR.  

Визуализацията на PCR амплификационите продукти от двата цикъла провеждахме 

едновременно с помощта на 2% агарозен гел. Специфични ампликони с размер от 534 

bp при първия цикъл (условно проявени, невидим в дадения случай) и 260 bp при 

втория цикъл (безусловно проявени), доказват наличието на вируса на ККХТ в 

цялостната кръв на изследвания пациент (фиг. 12).  
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Фигура 12. Гел-електрофореза на амплифицирани секвенции от региона на S-

сегмента на РНК от вируса на ККХТ при пациент чрез праймерните системи F2-R3/ F3-

R2 с помощта на търговския набор Illustra Ready-To-Go RT-PCR Beads, GE Healthcare. 

Старт М – Маркер (100 bp DNA Ladder); старт К+ - Положителна контрола: ляв старт 

съответства на положителна контрола отговаряща на първи цикъл RT-PCR, десен старт 

съответства на втори цикъл nested-PCR; старт К- - Отрицателни контроли; старт  V 

59/09 - проба от пациент - лаб.No. V 59/09.  

 

От фигурите става ясно, че модифицираните и адаптирани от нас едностъпков 

Real-time RT-PCR и nested-PCR за детекция и доказване на вируса на ККХТ са бързи, 

специфични и чувствителни молекулярни методи. Чрез методиката Real-time RT-PCR и 

анализа на нарастване на флуоресцентното излъчване по време на амплификация и 

сравнение на кривата на топене при PCR продуктите се постави диагноза в рамките на 

няколко часа след получаването на клиничните материали в острата фаза на ККХТ. 

Същият пациент (V 59/09) беше изследван и с метода nested-PCR и диагнозата бе 

потвърдена в 2 работни дни. Също така, ние отчитаме възможността за поставяне на 

крайната диагноза чрез Real-time RT-PCR, използвайки само първата праймерна двойка 

F2-R3, което се дължи на улавянето на минимални количества специфично 

флуоресцентно излъчване по време на амплификацията. 

  

PCR системите за ККХТ използвахме за доказване вирусния геном в материали 

от болни, събирани през годините и държани на -800С. На фигурите 13 и 14 се вижда 

положителна реакция на пациент с лаб.No. V 32/04 от 2004.  
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Фигура 13. Гел-електрофореза на амплифицирани секвенции от региона на S-

сегмента на РНК от вируса на ККХТ на пациент V 32/04  чрез праймерната система F2-

R3 с помощта на търговския набор Illustra Ready-To-Go RT-PCR Beads, GE Healthcare. 

Старт М – Маркер (100 bp DNA Ladder); старт 1 - Положителна контрола; старт 2 - 

Отрицателна контрола; старт  5 - проба от пациент - лаб.No. V 32/04; старт  3,4 и 6 – 

съмнителни болни за ККХТ: лаб.No. V 19/02, лаб.No. V 29/02 и лаб.No. V 64/02.  

 

Фигура 14.  Гел-електрофореза на амплифицираните секвенции от региона на 

М-сегмента на РНК от вируса на ККХТ на пациент V 32/04 чрез RT-PCR чрез 

праймерната система Fow1641-Rev2598 с помощта на търговския набор GoTag DNA 

Polymerase, Promega. Старт М – Маркер (1000 bp DNA Ladder); старт 1 - Специфични 

ампликони с размер от 957 bp от лаб.No. V 32/04; старт 2 - лаб.No. V 19/02 

 

В случая, пробите с лабораторни номера V 19/02, V 29/02 и V 64/02 са с 

доказани отрицателни резултати, а V 32/04 с положителен резултат за вируса на ККХТ 

чрез метода Реакция Свързване на Комплемента (РСК) през 2002 г. Чрез настоящото 

изследване ние потвърждаваме поставените диагнози години след проведените тестове, 

този път използвайки методи на молекулярна основа. Лабораторният номер V 32/04 

беше потвърден както с праймерните двойки F2-R3 насочени към малкия сегмент на 
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вируса на ККХТ, така и с праймерните двойки Fow1641-Rev2598, доказващи наличието 

на секвенции от средния геном на същия вирус. 

 

Индикаторната система SYBR® Green I беше също използвана за доказване на 

вируса на ККХТ върху ретроспективни проби от пациенти съмнителни за това 

заболяване (фиг. 15). 

 

А.    Б.  

 

Фигура 15. Real-time RT-PCR за детекцията на вируса на ККХТ от региона на 

М-сегмента на РНК от вируса на ККХТ на пациент V 32/04  чрез праймерната система 

Fow1641-Rev2598 с помощта на Script One-Step RT-PCR Kit With SYBR® Green I. (А) 
Пропорционално нарастване на флуоресцентното излъчване по време на амплификация 

на образувалите се ампликони на положителната контрола (К+) и лаб.No. V32/04. (Б) 
Специфичност на амплификационните продукти от положителната контрола (К+) и 

лаб.No. V 32/04.  

 

 Лабораторния номер V 32/04 беше потвърден и чрез Real-time RT-PCR като бе 

анализирана специфичността на амплификационния продукт след анализ на кривата на 

топене на 957-базовия продукт. Анализа на амплификацията отчете слабо отклонение в 

дължините на фрагментите и степента на GC съдържание (Tm е по-висока при 

фрагменти богати на GC) между положителната контрола и V 32/04. От друга страна, 

температурата на топене на всеки ампликон се определя от т.нар. точка на инфлексия в 

дисоциационния профил. Всеки ампликон има точно определена точка на инфлексия, 

която може да се преобразува като пик на максимален спад във флуоресценцията, 

индивидуална за всеки PCR продукт. От тук следва да се заключи, че отчетената 

разлика в двете изледвани проби при едни и същи амлификационни условия най-

вероятно се дължи на минимални различия в намножения участък на изследвания 

вирус.  
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От изследваните 194 проби за ККХТ положителни в РСК и ELISA за периода на 

дисертацията се оказаха 12. Всички проби бяха изследвани и чрез различните 

модификации на PCR. От кръвта на тези 12 пациенти доказахме и амплифицирахме 

вирусна РНК с помощта на нововъведените от нас конвенционален, nested и real time 

RT-PCR системи за S, M и L сегментите на вируса на ККХТ. Резултатите от 

изследванията на съмнителните болни за ККХТ са представени на табл. 4. 

 

Таблица 4. Разпределение на положителните изследвани серологични и вирусологични 

клинични материали за ККХТ в лабораторията за периода Март 2008 – Януари 2011.  

 

        
                             2008  2009      2010        2011          

Серл.  Вирус.         Серл.    Вирус. Серл.   Вирс.      Серл.   Вирс. 
Изсл.  Изсл.         Изсл.     Изсл. Изсл.     Изсл.      Изсл.   Изсл.        Общо 
 

ККХТ                57       8                62        5                60      2              -         -             194 

 

PCR (+)              -        6                  -        4                  -       2               -        -               12 

 

РСК (+)             6         -                  4        -                  2       -              -          -              12 

 

ELISA (+)          6        -                  4        -                   2       -              -          -              12 

 

 

а) Използване на директна електронна микроскопия при пациенти 
инфектирани с вируса на ККХТ 

 

Положителните в PCR проби подложихме на директна електронна микроскопия. 

Пример е проба с лаб.No. V 59/09, където след поставена диагноза – ККХТ, чрез real 

time RT-PCR и nested-PCR се наблюдаваха и описаха агрегати от предимно сферични 

оптично празни тела с тъмен ореол и ондулиран слой. Размерите на обектите варираха 

между 90-110 ηm (фиг. 16). 

 



 
Фигура 16. Електронна микроскопия на вириони наблюдавани в препарат, 

изготвен след обработка на цялостна кръв на пациент V 59/09 инфектиран с вируса на 

ККХТ след ултратънки срези, изготвени на ултрамикротом в лаборатория               

„ Имуноморфология и електронна микроскопия” към НЦЗПБ. 

 

б) Изследване за наличие на вируса на ККХТ чрез real time RT-PCR в пулове 

кърлежи от различни райони на България 

 

Изследвахме кърлежи, предоставени от Проф. Кантарджиев и Иван Иванов 

събирани във връзка с изледвания на кърлежово преносими инфекции (Лаймска болест, 

Марсилска треска, Ку-треска, Туларемия и други бактериални инфекции). Кърлежите 

комбинирахме от по 1 до 6 имаго (възрастни) форми. Тотална РНК изолирахме чрез 

колонкова техника на QIAmp Viral RNA Mini Kit, а амплификацията по real time RT-

PCR. Не намерихме нито един положителен за ККХТ пул. На фигура 17 са показани 

отрицателните резултати от изследвнето на 10 пула. Вижда се положителната контрола 

и всички други отрицателни резултати. 

 

 
Фигура 17. Real-time RT-PCR за изследване наличието на вируса на ККХТ чрез 

праймерната система F2-R3 в 10 от 226 пула кърлежи от различни райони на България. 

Сравнение и анализ на специфичността на амплификационните продукти чрез анализ 

на кривата на топене на положителната контрола (К+) с пулове BGR_105, BGR_115, 
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BGR_123, BGR_128, BGR_135, BGR_222, BGR_223, BGR_224, BGR_225 и BGR_226 

обозначени в различни цветове. Отрицателна контрола (К-) – светло зелен цвят. 

Допълнителните пикове съответстват на неспецифични PCR продукти от изследваните 

пулове.  

 

Резултатите от проведените изследвания показаха, че от общо 226 пула кърлежи 

не бе открит такъв с наличие на ККХТ вирус. Проверените брой пулове не позволява да 

бъдат направени категорични изводи. Подобни изследвания обаче трябва да продължат 

и в бъдеще да се проведат по-голям брой изследвания върху кърлежи в рисковите 

райони определящи природо-огнищни зони на тази инфекция. 

 

 

4.4. ГЕНЕТИЧНАТА ВАРИАБИЛНОСТ НА НОВО ИЗОЛИРАНИТЕ ВИРУСИ 

 НА ККХТ 
 

Генетичната вариабилност е основна молекулярна характеристика на вирусната 

популация (Arens, 1999). Ние използвахме метода за капилярно секвениране, за да 

анализираме 4 РНК проби (лаб.No. V 42/81; лаб.No. V 53/05; лаб.No. V 48/06 и лаб.No. 

V 59/09), амплифицирани в областта на различни сегменти на вируса на ККХТ. 

Условията и методите, използвани при провеждането на секвенирането и 

филогенетичното сравнение бяха предварително оптимизирани.   
 
 
 
 
 

Филогенетичен анализ на новоизолираните ККХТ щамове 
 

Съвременното филогенетично дърво на съществуващите ККХТ изолати и 

тяхното пълно и/или частично геномно сравнение се основава на седем отделни групи.  

Различните автори предлагат различно структурирани дървета, но като цяло се 

предлагат общо седем географски групи (Mild et al., 2010; Ozdarendeli et al., 2010). 

Африканските държави са обединени в Група I, II и III, докато Близкия изток и Азия 

принадлежат към групата IV и VII. Група VI включва единствено изолат от кърлеж в 

Гърция, докато в Група V се обединяват изолатите от Европа и Турция. 
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a) Филогенетичен анализ в част от S-сегмента на новоизолираните ККХТ 
щамове 

 

         Филогенетичният анализ потвърди принадлежността на четирите български ККХТ 

изолата към линия V, отнасяща се към групата на Европейско-Турската географска 

линия за този вирус. Лаб.No. V 42/81, лаб.No. V 53/05, лаб.No. V 48/06 и лаб.No. V 

59/09 със съществуващите ККХТ щамове от Европа, Азия и Африка, показаха 

генетично сходство и най-близки молекулярни характеристики с тези изолирани от 

Новосибирск, Русия; Хоти, Косово и Келкит, Турция (фиг. 18). Не на последно място 

се потвърждава, че всички български изолати са с висок процент на хомоложност 

помежду си. 

 



 

IV Asia

III  S. Africa/   
      W. Africa 2

V Europe/ 
    Turkey 

II DRC 

VII Middle East 

I W. Africa 1

VI Greece

 

Фигура 18.  Филогенетично дърво, създадено въз основа на 534 bp фрагмент от 

малкия S-сегмент на наши щамове ККХТ. Номенклатурата на секвенциите показва 

техния номер в GenBank, географския им произход и лабораторния номер на 

изследваните български изолати: V 42/81, V 53/05, V 48/06 и V 59/09 отбелязани със 

символ. Генетичните линии и суб-линии бяха потвърдени чрез 1000 повторения 

(bootstraps), а хоризонталните дистанции са пропорционални на нуклеотидните 

различия. Щамът (М86824) Hazara, бе използван за разклоняване на дървото, обособен 

като извънгрупен щам. 
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           От филогенетичния анализ става ясно, че ваксиналният българския щам V 42/81 

е най-близо до ККХТ вирусите, циркулиращи в Новосибирск, Русия (AY277676). При 

сравняване на нуклеотидните им последователности и кодиращите аминокиселини бе 

установено, че секвенциите отговарят помежду си на 100% по нуклеотиди, което от 

своя страна не води до кодиране на различни аминокиселини, разположени извън 

секвенирания участък. 

 

 Щамовете V 53/05 и V 48/06 бяха най-близко представени до вирус Hoti Kosovo 

(DQ133507), циркулиращ в Хоти, Косово. След сравнението на нуклеотидните им 

последователности и кодираните аминокиселини бе установено, че секвенционната 

хомоложност по нуклеотиди отговаря на 99%, и тази на аминокиселините им на 99% .  

 

Сравняването на нуклеотидните последователности и кодираните 

аминокиселини на щам V 59/09 с вирусa Turkey Kelkit (GQ337053), циркулиращ в 

Келкит, Турция показва идентичност от 97% и 99% на база нуклеотидна и  

аминокиселинна поседователност, съответно. 

 

б) Филогенетичен анализ в М-сегмента на новоизолираните ККХТ щамове 
 

 

            Филогенетичният анализ в М-сегмента потвърди принадлежността на четирите 

български ККХТ изолата към географската линия V - Европа/Турция. Генетичното 

сходство на лаб.No. V 42/81, лаб.No. V 53/05, лаб.No. V 48/06 и лаб.No. V 59/09 в М-

сегмента с тези от Европа, Азия и Африка, показаха генетични сходства и най-близки 

молекулярни характеристики с щамовете от Roshuvlv100 и Кушманов, Русия; Хоти, 

Косово и Келкит, Турция (фиг. 19). 

 



  
 

Фигура 19.  Филогенетично дърво, създадено въз основа на 957 bp фрагмент от 

средния М-сегмент на наши щамове ККХТ. Номенклатурата на секвенциите показва 

техния номер в GenBank, географския им произход и лабораторния номер на 

изследваните български изолати: V 42/81, V 53/05, V 48/06 и V 59/09 отбелязани със 

символ. Генетичните линии и суб-линии бяха потвърдени чрез 1000 повторения 

(bootstraps), а хоризонталните дистанции са пропорционални на нуклеотидните 

различия. Щам (DQ211625) AP92 Greece, бе използван за разклоняване на дървото и 

обособен като извънгрупен щам. 
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Сравняването на нуклеотидните последователности и кодираните 

аминокиселини на щам V 42/81 с вирусите Roshuvlv100 Russia (DQ206448) и 

Kashmanov Russia (DQ211631), циркулиращи в Русия, показват идентичност от 94% на 

нуклеотидна база и 97% на аминокиселинна последователност, съответно. Щамовете V 

53/05 и V 48/06 спрямо същите руски вируси показва съответно 96%  хомоложност на 

база нуклеотидна последователност и 97%  хомоложност на база аминокиселинна 

последователност. Сравняването на щам V 59/09 с вирусa Hoti Kosovo (EU037902), 

циркулиращ в Хоти, Косово показа идентичност от 96% на база нуклеотидна и 

аминокиселинна поседователност. 

 
в) Филогенетичен анализ в L-сегмента на новоизолираните ККХТ щамове 

 

Генетичният анализ в L-сегмента потвърждава принадлежността на два от 

български ККХТ изолата (лаб.No. V 42/81 и лаб.No. V 59/09) към географската линия V 

- Европа/Турция. Генетичното сходство в L-сегмента с тези от Европа, Азия и Африка, 

и най-близки молекулярни характеристики показаха с щамa от Келкит, Турция (фиг. 

20). 

 

 



  
 

Фигура 20.  Филогенетично дърво, създадено въз основа на 1600 bp фрагмент от 

големия L-сегмент на наши щамове ККХТ, съгласувани с проучвания в базата данни на 

GenBank. Илюстрираните секвенции съответстват на номера в GenBank, географския 

произход и лабораторния номер на изследваните български изолати V 42/81 и V 59/09 

отбелязани със символ. Генетичните линии и суб-линии бяха потвърдени чрез 1000 

повторения (bootstraps), а хоризонталните дистанции са пропорционални на 

нуклеотидните различия. Щам (DQ211612) AP92 Greece, бе използван за разклоняване 

на дървото и обособен като извънгрупен щам. 
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Сравняването в L-сегмента на щамовете V 42/81 и V 59/09 с вирусa Turkey Kelkit 

(GQ337055), циркулиращ в Келкит, Турция показва идентичност от 97% и 95% на база 

нуклеотидна последователност, съответно и 97% на база аминокиселинна 

поседователност. 

 

4.5. РАЗРАБОТВАНЕ НА RT-PCR ЗА ДЕТЕКЦИЯ И АНАЛИЗ НА ХАНТАВИРУС 

ДОБРАВА (DOBV) 

 

 За да проведем обратно транскриптазна полимеразна верижна реакция (RT-PCR) 

за детекция на вируса Добрава (DOBV) конструирахме собствени праймерни системи 

за амплификационни програми за real-time RT-PCR и nested-PCR. С тях изследвахме 

клинични материали – кръв и серум от пациенти съмнителни за ХТБС и секвенирахме 

получените ампликони като ги сравнихме чрез филогенетичен анализ. 

 

4.5.1. Определяне на оптималната температура за хибридизация на 

специфични за вируса DOBV праймери 

 

За амплификация на част от малкия (S) геном на вируса Добрава беше 

конструирана праймерната двойка Fow451-Rev1098, осигуряваща специфична 

амплификация на участъци от S-сегмента, кодиращ нуклеокапсидния протеин на 

вируса (Lednicky, 2003). За да оптимизираме използваната от нас RT-PCR система с 

консенсусните праймери, най-напред беше определена тяхната температура на топене 

(melting temperature, Tm). Изчисленията бяха извършени с помощта на формулата на 

Wallace: Tm = [(A/T) x 2 + (G/C) x 4] (Wallace et al, 1979), при което беше намерено, че 

Tm за двойката праймери съответства на 62°C за Fow451 и 62°C Rev1098, съответно. 

 

Въз основа на теоретично определената Tm на праймернaта двойка, бяха 

проведени експерименти за определяне на оптималната температура на хибридизация 

на праймерите. В нашите контролни тестове, началната температура беше 

програмирана с 2°C по-ниска от изчислената по формулата на Wallace. Резултатите от 

спояване на праймерите бяха визуализирани и отчитани с помощта на 2% агарозна гел-

електрофореза. Оптималната работната концентрация на праймерите бе 20 µM. 

4.5.2. Определяне чувствителност и специфичност на праймерите за 

детекция на DOBV 
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За да определим чувствителността и специфичността на праймерите, използвани 

при изследването на DOBV, бяха проведени амплификационни анализи с РНК, 

изолирана от различни стандартни и контролни вирусни геноми. Всички експерименти 

бяха провеждани 3-кратно при едни и същи условия, за да докажем възпроизводимост 

на резултатите. За определяне на чувствителността на консенсусните праймерни 

системи бяха изследвани различни разреждания на РНК-проби (0,5 μg, 0,01μg и 

0,05μg), екстрахирани от положителна контрола – РНК от вируса DOBV, лаб.No. V 

36/10.  

 

Конструираните от нас праймери за S-сегмента на DOBV залавяха вирусна РНК 

в концентрация до 0,05 μg/μl, като под тази концентрация рекцията не се 

позитивираше.  

 

При тестването за специфичност бяха използвани по 0,5 μg от различни 

хетероложни РНК, които бяха амплифицирани по протоколите, съответстващи на 

праймерната двойка. При нито един от случаите не беше наблюдавана неспецифична 

PCR амплификация (табл. 5).Получените резултати доказват високата специфичност на 

подбраните и използвани от нас праймерни олигонуклеотиди за детекция и анализ на 

DOBV.  
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Таблица 5. Специфичност на праймернaта двойка (Fow451-Rev1098), 

използванa за детекция на DOBV с помощта на RT-PCR. 

 

 
Амплификация на геномна 
РНК от: 
 

 
Специфичност на праймера 
двойка Fow451-Rev1098 

Influenza virus (A/H3N1) 
 

(-) 
Rotavirus G1[P8] 
 

(-) 
Venezuelan equine encephalitis 
TC-83 virus (VEEV TC-83) 

(-) 
Dengue virus-2 (DENV-2) 
 

(-) 
DOBV  
 

(+) 
CCHFV (лаб.No. V 42/81) 
 

(-) 
 

 

SYBR®Green real-time RT-PCR с праймерни системи, насочени към S 

сегмента на DOBV (Fow451-Rev1098) 

 

Изпробвахме и оптимизирахме различни амплификационни програми SYBR® 

Green real-time RT-PCR с помощта на праймерната система Fow451-Rev1098. 

Амплификационните реакции бяха провеждани с помощта на Script One-Step RT-PCR 

Kit With SYBR® Green I (BIO-RAD, USA), следвайки протокола на производителя. 

Всички експерименти бяха провеждани 3-кратно при едни и същи условия, за да 

докажем възпроизводимост на резултатите. Оптимизираните протоколи са посочени на 

съответните фигури (фиг. 21 А-Б). 

 

 

 

 



А.    Б.  

 

Фигура 21. Real-time RT-PCR за детекция и анализ на вируса на DOBV с 

помощта на праймерната система Fow451-Rev1098 с Script One-Step RT-PCR Kit With 

SYBR® Green I. Оптимизираният амплификационен протокол, използван от нас беше: 

25 μl реакционна смес SYBR Green, 2 μl праймер Fow451, 2 μl праймер Rev1098, 10 μl 

вода за PCR, 10 μl екстрахирана вирусна РНК (0,3 μg/reac.) и 1 μl обратна 

транскрипраза в краен обем 50 μl. Условията, използвани за амплификация, са както 

следва: синтез на комплементарната ДНК - 50°C/10 мин.; инактивиране на обратната 

транскриптаза - 95°C/5 мин.; денатурация - 95°C/10 сек. и спояване на праймерните 

двойки - 60°C/30 сек. за 40 цикъла; отчитане на флуоресценцията; анализ на 

температурата на топене - 55°C до 90°C, 0,2°C/read, 5 сек.  (А) Представено е 

пропорционалното нарастване на флуоресцентното излъчване по време на 

амплификация на образувания ампликон от контролна нуклеинова киселина – РНК  от 

малкия S сегмент на DOBV, причиняващ тежка форма на Хеморагичната Треска с 

бъбречен синдром; (Б) Специфичност на амплификационния продукт от DOBV. 

Специфичността на амплификационния продукт бе установена чрез анализ на кривата 

на топене. Тm на специфичния 647-базов PCR продукт бе 73,8°C, което съответства на 

предварително установената температура на топене.  

 

4.6. ПРИЛОЖЕНИЕ НА РАЗРАБОТЕНИТЕ RT-PCR СИСТЕМИ ЗА 

ОТКРИВАНЕ НА ВИРУСА DOBV В КРЪВНИ ПРОБИ ОТ СЪМНИТЕЛНИ 

ПАЦИЕНТИ ЗА ХТБС 

 

В периода Март 2008 – 2011 бяха събрани и изследвани общо 135 кръвни и 

серумни проби от пациенти съмнителни за Хеморагична треска с бъбречен синдром. С 

помощта на PCR системи проведохме изследвания на тези пациенти за доказване 

наличието на вирусна РНК. 
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Материалите се вземаха на място, при леглото на болния и се транспортираха по 

съответния начин до лабораторията. За процедурите на екстракция на вирусна РНК се 

използваха 140 µl кръв и/или серум, която изследвахме с различни PCR системи (real 

time RT-PCR, конвенционален и nested-PCR) за S-сегмента на DOBV.  

 

От изследваните 135 проби от пациенти съмнителни за ХТБС, положителни в 

PCR (Real-time RT-PCR) се оказаха 5. Същите тези серумни изследвания в РСК 

потвърдиха диагнозата ХТБС в 5 от случаите, същите които PCR определи за 

положителни в първата проба. Останалите 130 проби бяха отрицателни както в PCR, 

така и в РСК системата за доказване титъра на антитела към DOBV на изледваните 

пациенти. На фигурите 22 и 23 са представени резултатите от Real-time RT-PCR 

реакция при двама пациенти. 
 

 
 

Фигура 22. Real-time RT-PCR за детекция и анализ на вируса DOBV при 

пациенти за ХТБС. Пропорционално нарастване на флуоресцентното излъчване по 

време на амплификация на образуваните ампликони чрез праймерната система Fow451-

Rev1098 с помощта на Script One-Step RT-PCR Kit With SYBR® Green I. Положителна 

контрола - (А). Проба от пациент - лаб.No. Vs 113/09 - (Б). Проба от пациент - лаб.No. 

Vs 116/09 - (В). Отрицателна контрола - (Г). 
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Фигура 23.  Real-time RT-PCR за детекция и анализ на вируса DOBV при 

пациенти за ХТБС. Анализ и сравнение на кривата на топене при PCR продукти, 

получени при амплификация на специфична вирусна РНК, екстрахирана от 

положителна контрола - (А), проба от пациент - лаб.No. Vs 113/09 - (Б), проба от 

пациент - лаб.No. Vs 116/09 - (В) и отрицателна контрола - (Г). 

 

Доказаните с Real-time RT-PCR пациенти за наличието на хантавируса DOBV 

РНКи изследвахме и чрез конвенционален RT-PCR. Позитивираните 5 случая в Real-

time RT-PCR бяха потвърдени и чрез конвенционалния. На фигура 24 е представена 

гел-електрофорезата на ампликон получен от РНК на пациент V36/10. Видно е че, 

бандът се намира на очакваната позиция 647bp. 

 

 
 

Фигура 24. Гел-електрофореза на амплифицирани секвенции от региона на S-

сегмента на РНК от вируса DOBV чрез праймерната система Fow451-Rev1098 с 

помощта на търговския набор GoTag DNA Polymerase, Promega. Sтарт М – Маркер 

(1000 bp DNA Ladder); старт V 36/10 - Специфични ампликони с размер от 647 bp от 

лаб.No. V 36/10. Кръвта на пациента е изпратена за изследване в лабораторията на 10-

ти ден от началото на заболяването. 
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4.7. ГЕНЕТИЧНА ВАРИАБИЛНОСТ НА ХАНТАВИРУС DOBV 

 

Направихме генетичен анализ на щам - V 36/10. Секвенираните нуклеотидни 

последователности от S-сегмента на вируса съгласувахме с вече публикувани 

проучвания в базата данни на GenBank. В литературата не съществуват проучвания 

върху секвенционнен и филогенетичен анализ от български хантавируси. 

 

Филогенетичен анализ на S-сегмента на щам V36/10 
 

Получените ампликони след конвенционалния RT-PCR на лаб.No. V 36/10 бяха 

секвенирани директно, а нуклеотидните последователности от S-сегмента на DOBV 

бяха съгласувани и сравнени с общо 22 публикувани проучвания в базата данни на 

GenBank.  

 

Проучването показа, че българският щам V 36/10 стои най-близко до Добрава 

щамовете, циркулиращи в Гърция (фиг. 25). Съотношението на секвенционната 

хомоложност между V36/10 и щамове DOB-SZ Greece (AF060022), Ano-Poroia 

(NC_005233) и Ano-Poroia-13Af-99 (AJ410619) по отношение на нуклеотидните 

последователности и кодираните аминокиселини бе 97% по нуклеотиди и 100% по 

аминокиселини. Съпоставянето на V 36/10 с друг щам East Slovakia-400Af-98 Slovakia 

(AY961615), циркулиращ в Словакия показва различие от 4% на база нуклеотидна 

последователност и без различие по отношение на аминокиселинна поседователност. 

 

 



 V 36/10

 AF060022 DOB-SZ Greece

 NC 005233 Greece-Ano-Poroia Greece

 AJ410619 DOBV-Ano-Poroia-13Af-99 Greece

 AY168576 East Slovakia-400Af-98 Slovakia

 AJ578082 Cz Boletice 11 Cz. Repub.

 AJ251997 Kocevje-Af-3-93 Slovenia

 EU188449 Ap1584-Sochi-01 Russia

 AF442624 P-Krasnodar-2001 Russia

 AF442623 P-s1223-Krasnodar-2000 Russia

 AF442622 Ap-1-Goryachiy Klyuch-2000

 EU562991 OMSK-180 Ap ag-05 Russia

 EU188452 Aa1854-Lipetsk-02 Russia

 EU652420 Kursk-80 Ap ag-08 Russia

 FN377828 DOBV-Af27-HungaryTR17-00

 AY961615 SK-Aa Slovakia

 AY533119 Esl-33Aa-01 Slovakia

 GQ205405 GER-05-239-Aa Germany

 GQ205408 GER-08-131-Af Germany

 AJ009775 Saar-90Aa-97 Estonia

 AB186420 Hantavirus Thailand 741

 AF288646 Hantaan virus A16

99
88

94

98

97

89 94

77

76

 
 

Фигура 25.  Филогенетично дърво, създадено въз основа на 647 bp фрагмент от 

малкия S-сегмент на V 36/10, спрямо данните за хантавируси, публикувани в базата 

данни на GenBank. Номенклатурата на секвенциите показва техния номер в GenBank, 

наименованието на щама и географския им произход. Изследваният български изолат - 

V 36/10 е отбелязан със символ. Генетичните линии и суб-линии бяха потвърдени чрез 

1000 повторения (bootstraps), а хоризонталните дистанции са пропорционални на 

нуклеотидните различия. Щамовете Hantavirus Thailand 741 (AB186420) и Hantaan virus 

A16 (AF288646), бяха използвани за разклоняване на дървото и обособени като 

извънгрупови щамове. 
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4.8. РАЗРАБОТВАНЕ НА REAL-TIME RT-PCR ЗА ДЕТЕКЦИЯ И АНАЛИЗ НА 

ВИРУСА НА КЕ 

 

Контролна нуклеинова киселина – РНК, от вируса на Кърлежов енцефалит (КЕ) 

бе предоставена от Европейската Мрежа за Диагностика на Внесени Вирусни 

Заболявания (European Network for Diagnostics of Imported Viral Diseases (ENIVD)) под 

формата на лиофилизат от съдържащ европейски субтип К23 на КЕ в 3 епендорфки с 

разреждания на РНК от 5 000 до 50 РНК копия/мл. обозначени 4-P 5 000, 4-P 500 и 4-P 

50.  

 Real time RT-PCR проведохме с праймерната система Fow3374-Rev4106, 

амплифицираща 733 bp от цялостния геном на вируса на КЕ. Оптималната температура 

за хибридизация на праймерите беше 600С по формулата на Wallace. Провеждането и 

отчитането на реакциите извършихме с амплификационни програми на Script One-Step 

RT-PCR Kit With SYBR® Green I след провеждане на процедура за вирусна РНК 

екстракция. Резултатите с оптимизираните протоколи са представени на съответните 

фигури (фиг. 26 A, Б). 

 

А.    Б.  

 

Фигура 26. Real-time RT-PCR за детекция и анализ на вируса на КЕ с помощта 

на праймерните системи Fow3374-Rev4106 с Script One-Step RT-PCR Kit With SYBR® 

Green I. Оптимизираният амплификационен протокол, използван от нас беше: 25 μl 

реакционна смес SYBR Green, 2 μl праймер Fow3374, 2 μl праймер Rev4106, 10 μl вода 

за PCR, 10 μl екстрахирана вирусна РНК и 1 μl обратна транскрипраза в краен обем 50 

μl. Условията, използвани за амплификация, бяха както следва: синтез на 

комплементарната ДНК - 50°C/10 мин.; инактивиране на обратната транскриптаза - 

95°C/5 мин.; денатурация - 95°C/10 сек. и спояване на праймерните двойки - 60°C/30 

сек. за 40 цикъла; отчитане на флуоресценцията; анализ на температурата на топене - 

55°C до 90°C, 0,5°C/read, 5 сек.  (А) Нарастване на флуоресцентното излъчване по 
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време на амплификациите на образуваните се ампликони от 4-P 5 000, 4-P 500 и 4-P 50; 

(Б) Специфичност на амплификационните продукти от вируса на КE. 

 

Проведените реакции отразени на фигура 41 доказват, че ние амплифицираме и 

доказваме генетичен материал от вируса на КЕ в пробите изпратени от ENIVD. 

Наблюдава се зависимост между концентрацията на вирусния товар и нарастването на 

флуоресцентното излъчване по време на различните цикли: по-ниската концентрация 

при 4-P 50 нарастна на по-късен етап от амплификацията. От друга страна, по време на 

отчитането на специфичността на амплификационните продукти се вижда, че всички 

проби 4-P 5 000, 4-P 500 и 4-P 50 отговарят на един и същ амплификационен продукт.  

 

Real time RT-PCR системата за КЕ използвахме за диагноза на 13 болни 

съмнителни за КЕ. Проведените реакции не откриха вирусна РНК в съмнителните 

болни и диагнозата КЕ бе отхвърлена. Системата Real time RT-PCR за КЕ, 

възнамеряваме да използваме и в следващите проучвания. 
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5. ДЕКЛАРАЦИЯ ЗА ОРИГИНАЛНОСТ. ПРИНОСИ 
 

5.1. Приноси с научен характер 

 

- Направен е секвенционен и филогенетичен анализ на найро- и хантавируси 

изолирани в България. Ампликони на всички изолирани от нас щамове ККХТ и 

хантавируси, са секвенирани и сравнени с останалите секвенции на вируси, намиращи 

се в GenBank. 

 

            - Филогенетичният анализ потвърди принадлежността на българските ККХТ 

изолати към линия V, отнасяща се към групата на Европейско-Турската географска 

линия за вируса на ККХТ. Доказано е генетично сходство между българските щамове и 

тези изолирани от Хоти, Косово; Келкит, Турция и Новосибирск, Русия. 

 

- Анализът от филогенетичното дърво потвърди, че българския хантавирус 

Добрава изолат е с най-близки молекулярни характеристика до Добрава щамовете, 

циркулиращи в Гърция и Източна Словакия. 

 

 

5.2. Приноси с методичен характер 

 

-  Подбран е най-подходящият за провеждане на PCR метод за екстракция на 

РНК от цялостна кръв, серум и суспензии от аутопсирани животни за найро-, ханта- и 

флавивируси при нашите условия. 

 

- Разработени са оригинални RT-PCR системи за детекция и анализ на найро-, 

ханта- и флавивируси, причинители на ККХТ, ХТБС и КЕ. 

 

- Определена е най-малката концентрация и степен на чувствителност на  

всяка RT-PCR реакция в степенни разреждания. 

 

- Определена е специфичността на реакцията в голям набор от 

хетероложни РНК. 
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- Разработени са RT-PCR системи за откриване на найро-, ханта- и 

флавивируси както в кръв и серум,  така и в суспензии от аутопсирани 

животни.  

 

- Повишена е чувствителността на RT-PCR системите с втори nested-PCR 

реакция в участъка на първия ампликон. 

 

- Разработени са real time RT-PCR системи за откриване на вирусите 

причинители на ККХТ, ХТБС и КЕ както в кръв и серум,  така и в 

суспензии от аутопсирани животни.  

 

 

5.3. Приноси с приложен характер 

 

- Изготвена е препоръчителна инструкция с основните изисквания за изпращане 

на клинични материали от болни и/или съмнителни за ККХТ, ХТБС и КЕ до 

лабораторията. 

 

- Усъвършенствани, адаптирани и въведени в практиката са едностъпкови real-

time RT-PCR, конвенционален RT-PCR и nested-PCR за доказване на найро-, ханта- и 

флавивируси. 

 

- За пръв път у нас са приложени real-time RT-PCR, конвенционален RT-PCR и 

nested-PCR за диагностика на инфекции, причинени от найро-, ханта- и флавивируси. 
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6. РЕЗЮМЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ. ИЗВОДИ 

 

1. Екстракционните техники са с различна ефективност при екстракцията на 

РНК от различни материали инфектирани с найро-, ханта- и флавивируси. Най-висок е 

добивът на РНК при екстракция от цялостна кръв, серум, мозъчни и белодробни 

суспензии, както и пулове кърлежи с помощта на реагента QIAamp Viral RNA. 

 

2. Праймерните двойки конструирани от нас (Fow1641-Rev2598/ Fow1641-

Rev1911 и CCHFV_L1819F - CCHFV_L3419R), подобно на описаните в литературата 

(F2-R3/ F3-R2) са специфични и откриват съответно малкия, средния и големия сегмент 

от генома на вируса на ККХТ. С конструираните от нас праймерни двойки (Fow451-Rev 

1098/ Fow562- Rev852) се открива специфично малкия сегмент от генома на хантавирус 

DOBV. Другите праймерните двойки, също създадени от нас (Fow3374- Rev4106) са 

специфични и откриват вируса на Кърлежовия енцефалит. 

 

 3. Чувствителността на разработените PCR системи за доказване на РНК от 

вирусите на ККХТ, ХТБС и КЕ е 0,05μg/ µl. 

 

4. Молекулярните тестове – RT-PCR, nested-PCR и real-time RT-PCR, са 

подходящи, ефективни и бързи за доказване на специфична вирусна РНК в различни 

клинични материали от съмнителни болни за ККХТ, ХТБС и КЕ. 

 

5. Налице е съответствие на резултатите от молекулярните методи със 

серологичните техники за откриване на антитела срещу вирусите причинители на 

ККХТ, ХТБС и КЕ. Предимството на PCR пред серологичните тестове е ранната 

диагностика още в острата фаза – без необходимост от втора серумна проба, на тези 

инфекциозни заболявания. 
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6. Ново изолираните щамове ККХТ са филогенетично най-близко до вирусите, 

циркулиращи в Косово, Турция и Русия и в общ клон с вирусите от Европа. Доказаният 

от нас хантавирус V 36/10 е с най-висок процент на хомоложност с хантавирусите 

циркулиращи в Северна Гърция и тези в Източна Словакия. 
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