
НАЦИОНАЛЕН ЦЕНТЪР ПО ЗАРАЗНИ И ПАРАЗИТНИ БОЛЕСТИ 
 
 
 
 

ИВА ПЕТРОВА ТРИФОНОВА 
 
 
 

Оптимизиране на серологичната диагностика 

и проучвания върху патогенезата на Лаймската борелиоза  

с рекомбинантни антигени от Borrelia burgdorferi 
 

 

А В Т О Р Е Ф Е Р А Т 
 

на Дисертационен труд 

за присъждане на образователната и научна степен „Доктор” 

 
 

Научни ръководители: 

Доц. д-р Ива С. Христова, дм 

Проф. д-р Тодор В. Кантарджиев, дмн 

 

 

СОФИЯ, 2011 



 2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Защитата на дисертационния труд ще се състои 

на.......................... от ............... часа в Аулата на Националния 

Център по Заразни и Паразитни Болести (НЦЗПБ), София,                  

бул. Янко Сакъзов №26. Материалите във връзка защитата са на 
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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ 

 
µg Микрограм/а 
µl Микролитър/и 

Bmp (Basic membrane protein) Основен мембранен белтък 
bp Двойки нуклеотидни бази 
BSA Говежди серумен албумин 
CDC (Center of Disease Control, Atlanta) Център за контрол на заболяванията, Атланта 

cp (circular plasmid) Кръгов плазмид 
CRASP Complement regulator-acquiring surface proteins 
Dbp (Decorin binding protein) Декорин свързващ белтък 
ddH2O Двойнодестилирана вода 
EDTA Етилендиамин тетраоцетна киселина 
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Ензимносвързан имуносорбентен анализ 
g Грам/а 
kDa кило Далтона 
l Литър/и 

lp (linear plasmid) Линеен плазмид 
M Моларен 

Osp (Outer suface protein) Външно-мембранен белтък 
PCR (Polymerase Chain Reaction) Полимеразна Верижна Реакция 

s.l. sensu lato 
s.s. sensu stricto 
SDS Натриев додецил сулфат 
sec Секунда/и 

TLR Toll like receptor 
TROSPA tick receptor for OspA 
U Единица/и 
ДНК, DNA Дезоксирибонуклеинова киселина 
ЕМ (Etythema migrans) Еритема мигранс 
ИгГ (IgG) Имуноглобулини Г 
ИгМ (IgM) Имуноглобулини М 
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ВЪВЕДЕНИЕ 

 

Понастоящем Лаймската борелиоза е най-често докладваната 

кърлежово-преносима инфекция в света, включително в нашата страна. 

Бързата и точна диагностика са от решаващо значение за започването на 

адекватна терапия още в ранните етапи на заболяването. Съществуващите 

в момента рутинни ELISA и имуноблот методи за диагностика 

непрекъснато се подобряват, като крайната цел е постигането на 

максимална чувствителност и специфичност.  

В световен мащаб няма яснота кои антигени и в каква комбинация 

могат да осигурят оптимален баланс между чувствителност и 

специфичност на серологичните тестове за диагностика. Оскъдни са 

проучванията в Европа върху участието на отделните борелийни 

антигени в различните етапи на Лаймската борелиоза. Серологичната 

диагностика е затруднена от хетерогенността на антигенните белтъци в 

различните видове и щамове Borrelia. За нашата страна липсват 

проучвания върху участието на отделните борелийни антигени в 

различните етапи на Лаймската борелиоза. 

Необходимо е проучване върху приложението на рекомбинантни 

специфични антигени, които са консервативни в рамките на комплекса 

Borrelia burgdorferi sensu lato и в същото време са имуногенни и срещу тях 

да се образува силен хуморален имунен отговор във всеки един етап на 

инфекцията. 

Разработването на тестове за диагностика с включени 

рекомбинантни антигени дава възможност да бъдат използвани само 
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високо специфичните антигени на B.burgdorferi, което значително 

повишава специфичността на изследването. Между различните тестове 

съществуват разлики в антигенния състав и респ. детекцията на 

антителата. По отношение на чувствителността е важно да бъдат 

установени кои са имунодоминантните антигени, срещу които се развива 

имунен отговор във всеки един етап от Лаймската борелиоза. 

Включването им в тестовете за серологична диагностика е предпоставка за 

значително повишаване на тяхната чувствителност и ефективност.  
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ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

 

ЦЕЛ на настоящия дисертационен труд е да се разработят системи                         

1) за ефективно клониране и 2) за експресия в компетентни клетки на гените ospC, 

flaB, ospA и vlsE, кодиращи основните имунодоминантни протеини на Borrelia 

burgdorferi, като получените и пречистени рекомбинантни протеини се приложат 

в ELISA, за да се проследи участието им в различните фази на Лаймската 

борелиоза. 

За постигане на тази цел си поставихме следните ЗАДАЧИ: 

1. Разработване на праймерни системи и оптимизиране условията на 

полимеразно-верижни реакции за специфична амплификация на гените, 

кодиращи повърхностно-мембранните протеини ОspC, FlaB, OspA и VlsE 

на B. burgdorferi. 

2. Конструиране на рекомбинантни плазмидни вектори с включени ospC, 

flaB, ospA и vlsE гени на B.burgdorferi. 

3. Експериментално установяване на подходящите видове компетентни 

клетки, позволяващи успешна трансформация. 

4. Експресия на амплифицираните гени и пречистване на получените 

продукти - рекомбинантните B. burgdorferi протеини.  

5. Разработване на ELISA тестове с антигени от получените 

рекомбинантни борелийни протеини. 
6. Проследяване реактивността към всеки един от проучваните антигени в 

различните фази на инфекцията с B. burgdorferi. 

7. Сравнение възможностите на разработените ELISA тестове с 

рекомбинантни антигени с тези на търговски китове ELISA с 

рекомбинантен и с цялоклетъчен антиген. 
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МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

1. МАТЕРИАЛИ 

1.1. Щамове – за трансформация химиокомпетентни E.coli 

MOS BLUE competent cells, (GE Healthcare), E.coli One Shot TOP 10 

competent cells, (Invitrogen) E.coli BL21 StarTM (DE3) (Invitrogen), E.coli 

XL 1 Blue Supercompetent Cells, (Stratagene) E.coli SURE® 2 Supercompetent 

Cells, (Stratagene). Видове и щамове борелии - Borrelia burgdorferi sensu 

stricto B31, Borrelia afzelii Pko, Borrelia garinii Pbi. Референтни щамове, 

използвани за определяне на специфичността на използваните 

праймерните системи. Escherichia coli ATCC 25922 Escherichia faecalis 

ATCC 29212 Staphylococcus aureus ATCC 25923 Candida glabrata ATCC 

90030 

1.2. ДНК и протеинови маркери - O`GeneRulerTM 100 bp DNA 

Lader (Fermentas),100 bp DNA Lader (Jena Bioscience), Kaleidoscope 

Prestained Standards, (BioRad), ProSieve Color Protein Markers, (Lonza) 

1.3. Използвани китове - Illustra bacteria genomicPrep Mini Spin 

Kit (GE Healthcare), Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) 

puReTaqTMReady-To-GoTM PCR Beads (Amersham Biosciences) Silica Bead 

DNA Gel Extraction Kit (Fermentas) ChampionTM pET Directional TOPO® 

Expression Kit (Invitrogen) Nova Lisa recombinant (NovaTec, 

Immunodiagnostica GmbH) 

1.5. Клинични материали - 116 серумни проби от пациенти с 

данни за инфекция с Borrelia burgdorferi (68 на пациенти с 

патогномоничната кожна проява на ранна Лаймска борелиоза – еритема 
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мигранс и 48 от лица с клинична картина, характерна за дисеминирана и 

късна Лаймска 10 проби на здрави кръводарители, използвани за 

отрицателни контроли при серологичните изследвания; по 10 серумни 

проби от пациенти със сифилис, лептоспироза, Ебщайн-Бар инфекция, 

ревматоиден артрит и мултиплена склероза за проучване на кръстосаната 

реактивност.  

2. МЕТОДИ 

2.1. Комбиниран методичен подход за получаване на 

рекомбинантни белтъци от Borrelia burgdorferi 

2.2. Култивиране на Borrelia burgdorferi 

2.3. Eкстракция на тотална и плазмидна ДНК. 

2.4. Определяне на концентрацията и чистотата на 

екстрахираните ДНК 

2.5. Разработване на PCR системи за амплификация. Анализ на 

генните последователности на ospC, flaB, ospA и vlsE на Borrelia 

burgdorferi. Конструиране на праймерни двойки.  

2.6. Агарозна гел електрофореза 

2.7. Пречистване на PCR продукти от агарозен гел 

2.8. Констриуране на рекомбинантни плазмиди 

2.8.1. Клониране в pET TOPO® вектор 

2.8.2. Клониране в pQE вектор 

2.8.3. Рестриктазни реакции и лигиране на амплифицираните 

гени във вектор pQE-30 

 2.9. Трансформация на различни компетентни щамове E. coli с 

получените рекомбинантни векторни конструкти. 
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2.10. Анализ на получените трансформанти и селекция на 

положителни клонове 

2.11. Пречистване на рекомбинантните протеини - 

имобилизирана металнойонна афинитетна хроматография.  

2.12. SDS-Полиакриламидна гел електрофореза (SDS-PAGE) 

2.13. Доказване на рекомбинантните протеини с Уестърн блот 

(Western blot) 

2.14. Имуноензимни (ELISA) тестове с рекомбинантните 

протеини и търговски китове за определяне на ИгМ и ИгГ 

антиборелийни антитела. 

2. 15. Статистически метод 

При сравнителната оценка на част от получените резултати бе 

приложен критрий χ2 (хи-квадрат) за проверка на хипотези.  
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РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

Преди да пристъпим към практическото изпълнение на 

поставените задачи, първоначално беше разработена теоретична 

постановка, в която са включени основните етапи при работата по 

клонирането и експресията на четири от повърхностните белтъци (OspC, 

FlaB, OspA и VlsE) на причинителя на Лаймската борелиоза – Borrelia 

burgdorferi. За получаването на рекомбинантни конструкти бяха проучени 

различни системи за клониране на PCR продукти във вектори.  

След проучване на генните секвенции на избраните от нас гени за 

клониране и анализа на достъпните в литературата данни и с оглед на 

максимална ефективност при клонирането, експресията и пречистването 

на рекомбинантните продукти използвахме два вектора, към които бяха 

включени таргетните гени на B.burgdorferi. 

Работата включваше следните основни моменти:  

култивиране на щамове Borrelia, които да послужат за 

изолиране на ДНК;  

анализ на секвенциите на проучваните гени;  

разрзботване на полимеразно-верижни реакции;  

конструиране на рекомбинантни плазмиди;  

трансформация на различни компетентни щамове E. coli; 

експресия и пречистване на имунодоминантните протеини;  

доказване на специфичността им с имуноблот;  

серологични проучвания с тях.  
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ЧАСТ I. Клониране и експресия на гените, кодиращи 

основните имунодоминантни протеини на B.burgdorferi s.l. – 

OspC, FlaB, VlsE и OspA. 
 

1. Сравнение на генните секвенции на гените flaB, ospA, ospC, 

vlsE на B.burgdorferi s.s., B.afzelii и B.garinii. 

 

Гените flaB, ospA, ospC, vlsE кодират основните имуногенни 

белтъчни антигени на Borrelia burgdorferi. Направихме анализ на 

секвенциите им при трите основни вида, причиняващи Лаймска болест –

B.burgdorferi s.s., B.afzelii и B.garinii. Сравняването на секвенциите 

показва висок процент на хомология на всеки протеин между трите вида 

борелии. Най-висока степен на хомоложност се наблюдава в гена flaB – 

93-94%, малко по-ниска при гените ospA и ospC съответно 87-88% и 83-

88%. Много по-ниска степен на хомоложност се открива при vlsE гена – 

66-68%. Тези данни дадоха възможност да построим дендограми, от 

които по-точно може да се прецени близостта на разглежданите 

бактериални видове Borrelia burgdorferi, Borrelia garinii и Borrelia afzelii 

по отношение на гените ospA, ospC, flaB и vlsE (фиг. 1а,б,в,г). 

Сравняването на главните антигени на основните три вида 

причинители на Лаймска болест в Европа – Borrelia burgdorferi s.s., 

Borrelia afzelii и Borrelia garinii показва висока хомология, особено при 

ospA, ospC и flaB. По-големи различия се наблюдават във vlsE гените. 
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Фиг. 1а Дендрограма на гена ospC в B. burgdorferi s.s., B. garinii и B. 

afzelii (използвани програми: DNAMAN version 4.13 Lynnon BioSoft и Cn3D 

version 4.1). 

 

 

 

 
 

 

Фиг. 1б Дендрограма на гена ospА в B. burgdorferi s.s., B. garinii и B. 

afzelii (използвани програми: DNAMAN version 4.13 Lynnon BioSoft и Cn3D 

version 4.1). 

 

 

 

 
 

 

Фиг. 1в Дендрограма на гена flaB в B. burgdorferi s.s., B. garinii и B. afzelii 

(използвани програми: DNAMAN version 4.13 Lynnon BioSoft и Cn3D version 4.1). 

B.burgd.OspC

B.garinii OspC

B.afzelii OspC

 88%

 83%

100% 80%95% 90% 85%

B.burgd.FlaB

B.afzelii_FlaB

B.garinii_FlaB

 94%

 93%

100% 90%95%

B.burgd.OspA

B.garinii OspA

B.afzelii OspA

 88%

 87%

100% 85%95% 90%
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Фиг. 1г Дендрограма на гена vlsE в B. burgdorferi s.s., B. garinii и B. 

afzelii (използвани програми: DNAMAN version 4.13 Lynnon BioSoft и Cn3D 

version 4.1). 

 

Един от главнните проблеми при разработването на тестове за 

серологичното диагностициране на Лаймската борелиоза е 

хетерогенността между причинителите, особено в Европа, където в 

патогенезата на инфекцията участват поне три вида. И въпреки 

сравнително високата хомология, която се наблюдава при направеното 

сравнение е необходимо в разработените тестове да дъдат включени 

антигени от различни видове, дори серотипове борелии. 

 

2. Разработване на праймерни системи и оптимизиране 

условията на полимеразно-верижни реакции за амплификация на 

ospC, flab, ospA и vlsE гените на B. burgdorferi. 

Основен подход при конструирането на праймерните двойки 

беше да се осигури амплификация на възможно по-дълги участъци от 

ospC, OspA, flaB и vlsE гените. Конструирането на всички праймерни 

системи и стратегията за провеждане на полимеразно-верижната 

реакции бяха съобразени с избраните стратегии за клониране и 

B.Burgd.VlsE

B.afzelii_VlsE

B.Garinii_VlsE

 68%

 66%

100% 65%95% 90% 85% 80% 75% 70%
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съответния вектор, като към праймерите бяха добавени 

необходимите лидерни последователности. Всички конструирани 

праймерни двойки, използвани при проведените полимеразно-

верижните реакции са представени в табл. 1. 

Определени бяха условия за амплификация на гените на 

Borrelia burgdorferi (табл. 2), които заедно с конструираните праймерни 

двойки осигуряват висока специфичност и чувствителност. 

 
Табл. 1 Използвани праймерни системи за амплификация на ospC, 

flaB, vlsE и ospA гените на Borrelia burgdorferi. 

 

Амплифициран ген Праймерни олигонуклеотиди 
Дължина 

на 
продукта 

ospC 
B.burgdorferi s.s 

BbOCF 5’-CACCATGTGCAATTAGTTGGC-3’  

BbOCR 5’-TTATTGGACTTTCTGCCACAA-3’ 
864 bp 

ospC 
B.garinii 

BgOCF 5’-CACCATGTCAGGTGGGGATACCG-3’  

BgOCR 5’-TAGTGCTTTTGCCAAGCTTTCT-3’ 
492 bp 

ospC 
B. afzelii 

BaOCF 5’-CACCATGGGTGGGGATTCTGCATCT-3’  

BaOCR 5’-TTAACTTTCTGCTACAACAGGGCT-3’ 548 bp 

flaB  
B. burgdorferi s.l. 

BbFF 5’-CACCATGGCTATTAATGCTTCAAGA-3’ 

BbFR 5’-TTAAAGCAATGACAAAACATATTGAGG-3’ 981 bp 

vlsE 

B.burgdorferi s.s 

BbVF 5’CGGGGATCCCTAACCTACTTGTCAAAACGACTG3’ 

BbVR 5’-CGGAAGCTTCTGCGCCACTGAGTTATCAA-3’ 
1189 bp 

vlsE 

B.garinii 
BgaVF 5’-CGGGGATTCCATGTCAAGTGCAATAT 

BgVR 5’-CGGAGGCTTCTCATTCGCAAACTTTCC 
891 bp 

 vlsE 

B. afzelii 

BgaVF 5’-CGGGGATTCCATGTCAAGTGCAATAT 

BaVR 5’-CGGAGGCTTCTTCACAGCAAACTTTCC 
831 bp 

ospA 

B.burgdorferi s.s 
BbOAF-5’-CАCCATTTATTGGGAATAGGTCT 

BbOAR-5’-TTAAGCGTTTTTAATTTCATCAAGT 
762 bp 
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Табл. 2 Условия на амплификация на проведените полимеразно-

верижни реакции.  

 
Амплифициран 

ген 
Начална 
денатурация  Денатурация  

Хибридизация 

на праймерите 

Удължаване 

на веригата 

Крайно 

удължаване 

ospC Bb 94○C/5 min 94○C/1 min 50○C/45 sec 70○C/2,5min 70○C/10 min 
ospC Bg 94○C/5 min 94○C/1 min 51○C/45 sec 70○C/2,5min 70○C/10 min 
ospC Ba 94○C/5 min 94○C/1 min 54○C/45 sec 70○C/2,5min 70○C/10 min 
flaB 94○C/5 min 94○C/1 min 55○C/1 min 72○C/2 min 72○C/10 min 
vlsE Bb 94○C/10 min 94○C/1 min 68○C/1 min 72○C/2,5 min 72○C/10 min 

vlsE Bg 94○C/10 min 94○C/1 min 62○C/1 min 72○C/2,5 min 72○C/10 min 

vlsE Bg 94○C/10 min 94○C/1 min 61○C /1 min 72○C/2,5 min 72○C/10 min 

ospA 94○C/5 min 94○C/1 min 48○C/45 sec 72○C/2,5 min 72○C/10 min 

 

2. Резултати от клониране, експресия и пречистване на 

OspC. 

 
2.1 Разработване на PCR праймерна система за 

амплификация на ospC генa на B.burgdorferi. 

Разработена беше праймерна система, която да амплифицира 

възможно по-голяма част от ospC гена.  

За нуждите на работата с ТОРО вектора бе конструирана 

праймерна двойка, която отговаря на следните изисквания: Към 

правият (forward) праймер бяха добавени четири САСС нуклеотидни 

лидерни последователности в 5’ края на олигонуклеотида, 

комплементарни на GTGG последователността във вектора. Към този 

праймер беше добавян ATG кодон, чрез който генът да се включи в 

рамка на четене. За осъществяване на висока ефективност при 
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клонирането не бе допускано наличие на комплементарни на GTGG 

нуклеотиди в 5’ края на Обратния (Reverse) праймер. Към него бе 

добавян стоп кодон, необходим за експресията. 

За определяне специфичността на използваната праймерна 

система, тя бе тествана в полимеразно-верижна реакция, осъществена 

със 100ng ДНК от различни бактериални и гъбични видове, както и с 

човешка ДНК. Амплификацията на контролните ДНК беше проведена 

съгласно протокола, съответстващ на праймерната двойка. Получените 

резултати (фиг. 2) показаха висока специфичност на използваната 

праймерна система, която амплифицира строго специфично само ДНК 

на B.burgdorferi. Всички експерименти бяха провеждани в две 

повторения при трикратно повторени PCR анализи в едни и същи 

условия, при които установи пълната възпроизводимост на резултатите. 

 

 

1 - Молекулярен маркер 100 bp Ladder 

2 -  ДНК от Borrelia burgdorferi sensu lato 

3 -  Отрицателна контрола 

4 -  ДНК от E. coli ATCC 25922 

5 -  ДНК от E. faecalis ATCC 29212 

6 -  ДНК от C. glabrata ATCC 90030 

7 -  ДНК от C. cruizei ATCC 6258 

8 - Човешка ДНК 

 

Фиг. 2 Агарозна електрофореза за детекция на специфичен PCR 

продукт при амплификация с праймерите BBОСF и BBOCR.  



 18

За определяне на чувствителността на използваните 

праймерни системи бяха проведени полимеразно-верижни реакции с 

10-кратни серийни разреждания на ДНК от B.burgdorferi. 

Броят геномни копия беше изчислен по формулата: 

Брой геномни копия  =  к-во геномна ДНК (µg).к-та на Авогадро(mol-1) 

     дължина на ДНК (bp).106.650 

Константа на Авогадро = 6,022.1023(mol-1)  

Най-малкото количество ДНК от Borrelia burgdorferi sensu lato, 

което беше възможно да се амплифицира с праймерите BBOCF/BBOCR 

беше 10 pg, което съответства на 104 клетки B. burgdorferi (фиг. 3) 

 

 

1 - Молекулярен маркер 100 bp Ladder 

2 -  100 ng ДНК 

3 -  10 ng ДНК 

4 -  1 ng ДНК 

5 -  100 pg ДНК 

6 -  10 pg ДНК 

7-  1 pg ДНК 

 
Фиг. 3 Агарозна електрофореза от амплификация на различно 

количество ДНК от Borrelia burgdorferi sensu stricto, с праймерите BBОСF и 

BBOCR. Най-малкото количество ДНК, което може да се амплифицира е 10 

pg, което съответства на 104 клетки. 
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Амплификация на ospC гена. Генът за ospC на B.burgdorferi 

беше амплифициран с полимеразно-верижна реакция с Pfu ДНК 

полимераза. За матрица беше използвана геномна ДНК на Borrelia 

burgdorferi s.s, щам В31. Наличието на 864 bp амплификационен 

продукт беше визуализирано чрез електрофореза в 1,5% агарозен гел 

(фиг. 2).  

2.2 Конструиране на рекомбинантни плазмиди. Бандовете от 

електрофорезата бяха изрязвани и пречиствани. Използван беше 

експресионен pET 200/D-TOPO вектор, притежаващ ген за 

канамицинова резистентност и His6 tag.  

2.3 Трансформация и анализ на получените трансформанти. 

С получените рекомбинантни конструкти, в хода на работата бяха 

трансформирани различни щамове E.coli, Два щама E.coli MOS BLUE 

competent cells и E.coli One Shot TOP 10 competent cells бяха 

използвани за намножаване и охарактеризиране на рекомбинантните 

плазмиди. Другите щамът E.coli BL21 StarTM (DE3), беше използван 

за експресия на рекомбинантния OspC протеин. 

Селектирани бяха положителните трансформанти върху Luria-

Bertani агар с антибиотик канамицин (100 g/ml). Преди да се пристъпи 

към експресия на рекомбинантния белтък OspC, бе потвърдено 

успешното включване на гена в рекомбинантния конструкт с помощта 

на полимеразно-верижни реакции при условията на първоначалната 

амплификация. От E.coli клетките бе изолирана плазмидна ДНК, с 

която бе проведен PCR, като за целта бе използван Т7 праймер (5’-

TAATACGACTCACTATAGGG-3’), който е комплементарен на Т7 
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промотора на pET TOPO вектора и Rev праймера BBOCR при 

условията на първоначалната амплификация. Полученият продукт беше 

визуализиран чрез 1,5% агарозна гел електрофореза. Големината на 

продукта е по-голяма от тази на първоначално включения ген, защото 

единият от праймерите амплифицира downstream от инсърта, към Т7 

промотора на вектора. Чрез проведените реакции бе потвърдиено 

наличието на ospC ген в изолираната плазмидна ДНК и бе доказано 

възможността на плазмида да осигури високи нива на експресия на 

рекомбинантните белтъци, чрез наличието на промотора, необходим за 

синтезата на Т7 РНК полимеразата.  

 2.4 Експресия на рекомбинантния OspC протеин. За 

експресия на рекомбинантния ospC, бяха използвани рекомбинантните 

плазмиди в които е потвърдено присъствието на таргетния ген. 

Трансформирани бяха експресионни E.coli BL 21 клетки, които 

първоначално бяха селектирани на LB агар с 100 g/ml канамицин. 

Трансформантите бяха препосявани в течна LB среда и стимулирани 

чрез прибавяне на IPTG (изопропил-β-D-тиогалактопиранозид) да 

експресират рекомбинантен OspC. Клетките бяха култивирани 16 часа, 

като на всеки два часа бяха вземани проби от тях, за да се проследи 

нивото на експресионна активност. Наличието на рекомбинантен ОspC 

протеин беше потвърдено чрез SDS-PAGE анализ на белтъчните 

клетъчни лизати (фиг. 4). Ясно се очертава фракцията на 

предполагаемия рекомбинантен протеин с очаквана молекулна маса 25 

kDa. 
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               1     2     3      4      5     6 

 

 

 

 

 .......... ~25 kDa                           OspC 

 
 

Фиг. 4 SDS-PAGE на клетъчни лизати от клетки на E.coli BL 21, 

трансформирани с рекомбинантен плазмид – pET TOPO вектор с включен ген 

за OspC след индукция с IPTG. 1 – Маркер (BioRad), 2-6 – Клетъчни лизати на 

клонове, изолирани на LB среда с канамицин. 

 

2.5 Пречистване и потвърждение рекомбинантния OspC. 

Пречистването на OspC протеина беше извършено с имобилизирана 

металнойонна афинитетна хроматография. Пречистеният протеин бе 

потвърден с моноклонално антитяло в имуноблот (фиг. 5). За доказване 

на рекомбинантния протеин беше използвано моноклонално антитяло 

срещу OspC на B. burgdorferi sensu stricto.  

 
 

 

 

 

                      OspC 

Фиг. 5 Имуноблот (Уестърн блот) 

на клетъчен лизат от E.coli 

трансформирани с гена ospC. Клетъчни 

лизати разделени чрез SDS-PAGE бяха 

блотирани върху нитроцелулозен филтър 
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Външно-мембранният белтък С (OspC) е един от ключовите 

протеини на Borrelia burgdorferi, срещу който се установява хуморален 

имунен отговор в ранните етапи на Лаймската борелиоза. Това е 

една от причините за включването на рекомбинантен OspC протеин в 

почти всички разработвани тестове за диагностика. 

Клонирането и експресията на белтъка са важна предпоставка 

за включването му в ELISA тестове с цел проследяване участието на 

OspC в патогенезата на инфекцията и имунния отговор срещу 

причинителя, както и  за разширяване на диагностичните 

възможности. 

 
3. Резултати от клониране, експресия и пречистване на 

FlaB. 
 

3.1 Разработване на PCR праймерна система за 

амплификация на flaB генa на B.burgdorferi.  

Разработена бе праймерна система, като основен момент при 

дизайна, беше с нея да се амплифицира възможно по-дълъг участък 

от flaB гена, което да осигури експресия на по-голяма част от FlaB 

протеина. За целта бе направен дизайн на специфична двойка 

праймери, означени BBFF/BBFR. 

За нуждите на работата с ТОРО вектора бе конструирана 

праймерна двойка BBFF/BBFR, отговаряща на изискванията, посочени 

в т. 2.1. 

За определяне специфичността на използваната праймерна 

система, тя бе тествана в полимеразно-верижна реакция, осъществена 
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със 100ng ДНК от различни бактериални и гъбични видове, както и с 

човешка ДНК. Амплификацията на контролните ДНК беше проведена 

съгласно протокола, съответстващ на праймерната двойка. Получените 

резултати (фиг. 6) показаха висока специфичност на използваната 

праймерна система, която амплифицира строго специфично само ДНК 

на B.burgdorferi. Всички експерименти бяха провеждани в две 

повторения при трикратно повторени PCR анализи в едни и същи 

условия, при които установи пълната възпроизводимост на резултатите. 

 

 

 

1 - Отрицателна контрола  

2 -  Молекулярен маркер 100 bp Ladder  

3 -  ДНК от B. burgdorferi sensu lato  

4 -  ДНК от E. coli ATCC 25922 

5 -  ДНК от E. faecalis ATCC 29212 

6 -  ДНК от S. aureus ATCC 25923 

7 -  ДНК от C. glabrata ATCC 90030 

8 -  ДНК от C. cruizei ATCC 6258 

9 -  Човешка ДНК  

 
Фиг. 6 Агарозна електрофореза от детекция на специфичен PCR 

продукт при амплификация с праймерите BBFF и BBFR. Резултатите показват 

наличие на амплификационен продукт само с ДНК на Borrelia burgdorferi 

sensu lato и отсъствие на продукти вследствие на неспецифична реактивност. 
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За определяне на чувствителността на използваните 

праймерни системи бяха проведени полимеразно-верижни реакции с 

10-кратни серийни разреждания на ДНК от B.burgdorferi. 

Броят геномни копия беше изчислен по формулата: 

Брой геномни копия  =  к-во геномна ДНК (µg).константа на Авогадро(mol-1) 

     дължина на ДНК (bp).106.650 

 

Константа на Авогадро = 6,022.1023(mol-1)  

Най-малкото количество ДНК от Borrelia burgdorferi sensu lato, 

което беше възможно да се амплифицира с праймерите BBFF/BBFR 

беше 10 pg, което съответства на 104 клетки B. burgdorferi (фиг. 7) 

 

 

1 - Отрицателна контрола 

2 -  Молекулярен маркер 100 bp Ladder 

3 -  100 ng ДНК 

4 -  10 ng ДНК 

5 -  1 ng ДНК 

6 -  100 pg ДНК 

7-  10 pg ДНК 

 
Фиг. 7 Агарозна електрофореза от амплификация на различно 

количество ДНК от Borrelia burgdorferi sensu stricto, с праймерите BBFF и 

BBFR. Най-малкото количество ДНК, което може да се амплифицира е 10 pg, 

което съответства на 104 клетки. 
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Амплификация на flaB гена. Анализът на flaB гените на трите 

вида B.burgdorferi, B.afzelii, B.garinii показа много високо сходство 

между тях – 93-94%. Този резултат ни даде основание да конструираме 

една праймерна система, която да амплифицира flaB гена на трите 

вида борелии. Проведохме полимеразно-верижни реакции с Pfu 

полимераза, а амплификационните продукти бяха визуализирани чрез 

електрофореза в 1,5% агарозен гел.  

3.2 Конструиране на рекомбинантни плазмиди. Поради 

наблюдаваното високо сходство в секвенциите на гена за флагелин 

между B.burgdorferi s.s., B.afzelii и B.garinii, бе клониран и експресиран 

един от тези продукти. Бандовете от електрофоретичния анализ бяха 

изрязвани и пречиствани. Използван бе експресионен pET 200/D-

TOPO вектор, притежаващ ген за канамицинова резистентност и His6 

tag.  

 3.3 Трансформация и анализ на получените 

трансформанти. С получените рекомбинантни плазмиди, съдържащи 

flaB гена, бяха трансформирани E.coli клетки – щамове MOS BLUE и 

One Shot TOP 10 бяха използвани за намножаване и охарактеризиране 

на рекомбинантните плазмиди. След трансформацията им от тях бе 

изолирана плазмидна ДНК и с помощта на PCR анализ при 

първоначалните условия на амплификация бе доказано наличието на 

flaB гена. Щамът E.coli BL21 беше използван за експресия на 

рекомбинантния FlaB протеин. 

Положителните трансформанти бяха селектирани върху Luria-

Bertani агар със съдържание на антибиотик канамицин (100 g/ml). 
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Преди да се пристъпи към експресия на белтъка, бе потвърдено 

успешното включване на гена в рекомбинантния конструкт с помощта 

на полимеразно-верижни реакции с праймер Т7, хибридизиращ към Т7 

промотора на вектора и един от праймерите, използван при 

първоначалната амплификация. От трансформираните E.coli клетки бе 

изолирана плазмидна ДНК, която послужи като матрица за PCR. 

Получените продукти бяха визуализирани чрез 1,5% агарозна гел 

електрофореза. На фиг. 8 се вижда продуктът от полимеразно-

верижната реакция (старт 4), съпоставен с изходната ДНК (старт 3). 

Големината на продукта е по-голяма от тази на първоначално 

включеният ген, защото единият от праймерите е комплементарен на 

участък downstream от инсърта, към Т7 промотора на вектора. 

 

 

1 - Отрицателна контрола 

2 -  Молекулярен маркер 100 bp Ladder 

3 -  Изходна ДНК 

4 -  Плазмидна ДНК със секвенционен праймер Т7 

5 -  Плазмидна ДНК с праймери BBFF и BBFR 

  

  

 
Фиг. 8 Агарозна електрофореза от амплификация на плазмидна ДНК 

от E.coli, трансформирани с рекомбинантен вектор pET TOPO вектор с легиган 

flaB ген на Borrelia burgdorferi sensu stricto, с две различни праймерни системи. 
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Чрез проведените реакции бе потвърдено наличието на flaB ген 

в изолираната плазмидна ДНК и доказана възможността на плазмида да 

осигури високи нива на експресия на рекомбинантните белтъци, чрез 

наличието на промотора, необходим за синтезата на Т7 РНК 

полимеразата. За да бъде потвърдено наличието на flaB гена в 

изолираните плазмиди, бе проведен допълнителен PCR, с праймерната 

двойка BBFF/BBFR (старт 5).  

3.4 Експресия на рекомбинантния FlaB. За експресията на 

рекомбинантния FlaB, с плазмидите, изолирани от селектираните 

положителни колонии бяха трансформирани експресионни E.coli BL 21 

клетки, които бяха първоначално бяха селектирани на LB агар с 100 

g/ml канамицин. Трансформантите бяха препосявани в течна LB среда 

и стимулирани чрез прибавяне на 0,1 М IPTG (изопропил-β-D-

тиогалактопиранозид) към средата да експресират рекомбинантен 

флагелин. Клетките бяха култивирани 16 часа, като на всеки два часа 

бяха вземани проби от тях, за да се проследи нивото на експресионна 

активност. Наличието на рекомбинантен FlaB беше потвърдено чрез 

SDS-PAGE на събраните проби по време на култивирането (фиг. 9). 

 

    1       2    
 
 
..........................Fla B 

 
 
 

 

Фиг. 9 SDS-PAGE на клетъчни лизати 

на E.coli BL 21, трансформирани с вектор pET 

TOPO и с рекомбинантен конструкт с включен 

ген за flaB след индукция с IPTG. 1 - лизат от 

E.coli BL 21, трансформирани с вектор pЕТ 

TOPO; 2 - лизат от E.coli BL 21, трансформирани 

с pET TOPO/FlaB. 
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3.5 Пречистване и потвърждение рекомбинантния FlaB 

протеин. Пречистването на протеина беше извършено с имобилизирана 

металнойонна афинитетна хроматография. Пречистеният протеин беше 

потвърден с имуноблот (фиг. 10). За доказване на рекомбинантния 

протеин беше използвано моноклонално антитяло, срещу FlaB на B. 

burgdorferi sensu stricto. 

 

              1      2        3     

  
 

Фиг. 10 Имуноблот (Уестърн блот) на клетъчен лизат от E.coli  BL 21 

трансформиран с pET TOPO/flaB. Клетъчни лизати, разделени чрез SDS PAGE 

бяха блотирани върху нитроцелулозен филтър и инкубирани с монклонолно 

анти-FlaB антитяло. 1-Белтъчен маркер; 2-лизат от E.coli BL 21; 3-лизат от 

E.coli BL 21, трансформирани с pET TOPO/FlaB. 

 

Флагелинът е един от важните структурни белтъци на 

причинителя на Лаймската борелиоза. Неговото успешно клониране и 

експресия позволяват да бъде включен в разработването на ELISA тест 

и да се осъществи проучване върху неговата роля в различните етапи 

на Лаймската борелиоза, както и да се проследи промяната  

FlaB 
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диагностичните тестове при добавянето на рекомбинанте FlaB антиген 

към тях. 

 
4. Клониране, експресия и пречистване на OspA. 

 
4.1 Разработване на PCR праймерна система за 

амплификация на ospА генa на B.burgdorferi. 

Разработена бе специфична праймерна система, която да 

амплифицира по-голяма част от ospА гена, което да осигури 

експресията на възможно по-голям участък от OspА протеина. За целта 

бе направен дизайн на специфична праймерна двойка, означена 

BBOАF/BBOАR, която да отговаря на следните изискванията, посочени 

в т. 2.1.  

За определяне специфичността на използваната праймерна 

система, тя бе тествана в полимеразно-верижна реакция, осъществена 

със 100ng ДНК от различни бактериални и гъбични видове, както и с 

човешка ДНК. Амплификацията на контролните ДНК беше проведена 

съгласно протокола, съответстващ на праймерната двойка. Получените 

резултати (фиг. 11) показаха висока специфичност на използваната 

праймерна система, която амплифицира строго специфично само ДНК 

на B.burgdorferi. Всички експерименти бяха провеждани в две 

повторения при трикратно повторени PCR анализи в едни и същи 

условия, при които установи пълната възпроизводимост на 

резултатите. 
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1 - Отрицателна контрола  

2 -  Молекулярен маркер 100 bp Ladder 

3 -  ДНК от Borrelia burgdorferi sensu lato 

4 -  ДНК от E. coli ATCC 25922 

5 -  ДНК от E. faecalis ATCC 29212 

6 -  ДНК от C. glabrata ATCC 90030 

7 -  ДНК от C. cruizei ATCC 6258 

8 - Човешка ДНК 

 
Фиг. 11 Агарозна електрофореза от детекция на специфичен PCR 

продукт при амплификация с праймерите BBОАF и BBОAR. Резултатите 

показват наличие на амплификационен продукт само с ДНК на Borrelia 

burgdorferi sensu lato и отсъствие на продукти вследствие на неспецифична 

реактивност.  

 

За определяне на чувствителността на използваните 

праймерни системи бяха проведени полимеазно-верижни реакции с 10-

кратни серийни разреждания на ДНК от B.burgdorferi. 

Броят геномни копия беше изчислен по формулата: 

Брой геномни копия  =  к-во геномна ДНК (µg).к-та на Авогадро(mol-1) 

     дължина на ДНК (bp).106.650 

Константа на Авогадро = 6,022.1023(mol-1)  

Най-малкото количество ДНК от Borrelia burgdorferi sensu lato, което 

беше възможно да се амплифицира с праймерите BBOC беше 100 pg, 

което съответства на 105 клетки B. burgdorferi (фиг. 12). 
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1 - Отрицателна контрола 

2 -  Молекулярен маркер 100 bp Ladder 

3 -  Молекулярен маркер 1500 bp  

4 -  100 ng ДНК 

5 -  10 ng ДНК 

6 -  1 ng ДНК 

7-  100 pg ДНК 

8 -  10 pg ДНК 

 
Фиг. 12 Агарозна електрофореза от амплификация на различно 

количество ДНК от Borrelia burgdorferi sensu stricto, с праймерите BBОАF и 

BBOАR. Най-малкото количество ДНК, което може да се амплифицира е 100 

pg, което съответства на 105 клетки. 

 

Амплификация на ospA гена. За амплификация на ospA гените 

бяха проведени полимеразно-верижни реакции с Pfu полимераза, като 

за матрица бе използвана геномната ДНК на B. burgdorferi sensu stricto 

щам В31 и специфичните, конструирани специално за целта праймери. 

Амплификационните продукти бяха визуализирани чрез електрофореза 

в 1,5% агарозен гел.  

4.2 Конструиране на рекомбинантни плазмиди. Бандовете от 

електрофорезата бяха изрязвани и пречиствани. Използван бе 

експресионен pET 200/D-TOPO вектор, притежаващ ген за 

канамицинова резистентност и His6 tag.  

4.3 Трансформация и анализ на получените трансформанти. 

С получените рекомбинантни конструкти бяха трансформирани 
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различни щамове E.coli. За намножаване и охарактеризиране на 

рекомбинантния плазмид използвахме два щама – E.coli MOS BLUE и 

E.coli One Shot TOP 10 След трансформацията им от тях беше 

изолирана плазмидна ДНК и с помощта на PCR и бе доказано 

наличието на ospA генa. Щамът E.coli BL21 (DE3), беше използван за 

експресията на рекомбинантния OspA протеин. 

Положителните трансформанти бяха селектирани върху Luria-

Bertani агар със съдържание на антибиотик канамицин (100 g/ml). 

Преди да се пристъпи към експресия на белтъка, беше потвърдено 

успешното включване на гена в рекомбинантния конструкт с помощта 

на полимеразно-верижни реакции. От E.coli клетките бе изолирана 

плазмидна ДНК, с която бе проведен PCR анализ. Полученият продукт 

беше визуализиран чрез 1,5% агарозна гел електрофореза. Чрез 

проведените реакции бе потвърдено наличието на таргетния ospA ген в 

изолираната плазмидна ДНК и доказана възможността на плазмида да 

осигури високи нива на експресия на рекомбинантните белтъци, чрез 

наличието на промотора, необходим за синтезата на Т7 РНК 

полимеразата. 

4.4 Експресия на амплификационния продукт. За 

експресията на рекомбинантния белтък бяха използвани плазмидите, 

изолирани от положителните клонове, с които бяха трансформирани 

E.coli BL 21 клетки, които бяха първоначално бяха селектирани на LB 

агар с 100 g/ml канамицин. Трансформантите бяха препосявани в 

течна LB среда и стимулирани чрез прибавяне на IPTG (изопропил-β-

D-тиогалактопиранозид) да експресират рекомбинантен OspA протеин. 
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Клетъчните култури бяха култивирани 16 часа, като на всеки два часа 

бяха вземани проби от тях, за да се проследи нивото на експресионна 

активност. Наличието на рекомбинантен белтък беше потвърдено чрез 

SDS-PAGE на събраните проби по време на култивирането (фиг. 13). 

 

 
 

Фиг. 13 SDS-PAGE на клетъчен лизат E.coli BL 21, трансформирани с 

вектор pET TOPO и с рекомбинантен конструкт с включен ген за OspA след 

индукция с IPTG. 1 - Маркер; 2 - лизат от E.coli BL 21, трансформирани с 

вектор pET TOPO; 3 - лизат от E.coli BL 21, трансформирани с pET 

TOPO/OspA 

 

4.5 Пречистване и потвърждение рекомбинантния OspA 

протеин. Пречистването на протеина беше извършено с имобилизирана 

металнойонна афинитетна хроматография. Специфичната реактивност 

~55kD - 
~40kD - 

~35kD - 

 
Osp A 

  М     1      2 
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на пречистения протеин беше потвърдена с моноклонално антитяло в 

имуноблот (фиг. 14). За доказване на рекомбинантния OspA протеин 

беше използвано моноклонално антитяло срещу OspA на B. burgdorferi 

sensu stricto. 

 

 
 
Фиг. 14 Имуноблот (Уестърн блот) на клетъчен лизат от E.coli  BL 21, 

трансформирана с гена pET TOPO/OspA. Клетъчни лизати разделени чрез SDS 

PAGE бяха блотирани върху нитроцелулозен филтър и инкубирани с 

монклонолно анти OspA антитяло.  

 

 В резултат на проведените изследвания бяха разработени 

системи за амплификация на ospC, flaB и ospA гените на B. burgdorfferi., 

продуктите от полимеразно-верижните реакции бяха клонирани в pET 

TOPO вектор, екпресираните рекомбинантни протеини бяха 

пречистени и бе потвърдена тяхната специфичност чрез имуноблот с 

анти-OspC, -OspA и -FlaB моноклонални антитела. 

 

 

 

OspA 
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 5. Резултати от клониране, експресия и пречистване на VlsE 

5.1. Разработване на PCR праймерна система за 

амплификация на vlsE генa на B.burgdorferi. 

Направен бе дизайн на специфична праймерна двойка, означена 

с BBVF/BBVR, която да амплифицира по-голяма част от vlsE гена.  

Конструирането на праймерните системи и стратегията за 

провеждане на полимеразно-верижните реакции бяха съобразени с 

избраната стратегия за клониране и съответния вектор. Към праймерите 

бяха добавени необходимите рестрикционни сайтове, разпознавани от 

използваните рестриктазни ензими BamHI и HindIII (табл. 1, 

подчертаните нуклеотиди в праймерните секвенции). Друго важно 

условие взето предвид, беше необходимостта след клонирането на гена, 

при експресията той да бъде включен в рамка на четене. 

За определяне специфичността на използваната праймерна 

система, тя бе тествана в полимеразно-верижна реакция, осъществена 

със 100ng ДНК от различни бактериални и гъбични видове, както и с 

човешка ДНК. Амплификацията на контролните ДНК беше проведена 

съгласно протокола, съответстващ на праймерната двойка. Получените 

резултати (фиг. 15) показаха висока специфичност на използваната 

праймерна система, която амплифицира строго специфично само ДНК 

на B.burgdorferi. Всички експерименти бяха провеждани в две 

повторения при трикратно повторени PCR анализи в едни и същи 

условия, при което се установи пълната възпроизводимост на 

резултатите. 
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1 - Молекулярен маркер 100 bp Ladder 

2 -  Отрицателна контрола  

3 -  ДНК от Borrelia burgdorferi sensu lato 

4 -  ДНК от E. coli ATCC 25922 

5 -  ДНК от E. faecalis ATCC 29212 

6 -  ДНК от C. glabrata ATCC 90030 

7 -  ДНК от C. cruizei ATCC 6258 

8 - Човешка ДНК 

 
Фиг. 15 Агарозна електрофореза от детекция на специфичен PCR 

продукт при амплификация с праймерите BBVF и BBVR. Резултатите показват 

наличие на амплификационен продукт само с ДНК на Borrelia burgdorferi 

sensu lato и отсъствие на продукти вследствие на неспецифична реактивност.  

 

За определяне на чувствителността на използваните 

праймерни системи бяха проведени полимеазноверижни реакции с 10-

кратни серийни разреждания на ДНК от B.burgdorferi. 

Броят геномни копия беше изчислен по формулата: 

Брой геномни копия  =  к-во геномна ДНК (µg).к-та на Авогадро(mol-1) 

     дължина на ДНК (bp).106.650 

Константа на Авогадро = 6,022.1023(mol-1)  

Най-малкото количество ДНК от Borrelia burgdorferi sensu lato, 

което беше възможно да се амплифицира с праймерите BBVF/BBVR 

беше 10 pg, което съответства на 104 клетки B. burgdorferi (фиг. 16) 
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1 - Молекулярен маркер 100 bp Ladder  

2 -  Отрицателна контрола 

3 -  100 ng ДНК 

4 -  10 ng ДНК 

5 -  1 ng ДНК 

6 -  100 pg ДНК 

7-  10 pg ДНК 

8 -  1 pg ДНК 

 

Фиг. 16 Агарозна електрофореза от амплификация на различно 

количество ДНК от Borrelia burgdorferi sensu stricto, с праймерите BBVF и 

BBVR. Най-малкото количество ДНК, което може да се амплифицира е 1 pg, 

което съответства на 103 клетки. 

 

Амплификация на vlsE гена. Трите vlsE гени (на B.burgdorferi, 

B.afzelii, B.garinii) бяха амплифицирани с полимеразно-верижна 

реакция с Pfu полимераза. За матрица беше използвана геномна ДНК 

изолирана от съответните видове. Наличието на амплификационни 

продукти беше доказано с електрофореза в 1,5% агарозен гел.  

5.2 Конструиране на рекомбинантни плазмиди. 

Първоначално беше прилагана стратегия, използваща механизъм на 

клониране на таргетните гени с ензима топоизомераза I. Проведените 

PCR реакции и дизйнът на праймерните олигонуклеотиди бяха 

съобразени с особеностите на избрания pET200/D-TOPO вектор. След 

включване на пречистените PCR продукти във вектора, първите ни 
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резултати отчитаха ниска трансформационна честота на използвания 

щам E.coli BL 21. От друга страна, проведеният рестрикционен анализ 

на рекомбинантните конструкти показа по-ниска степен на легиране на 

vlsE гена към вектора, което се изразяваше в селектирането на 

трансформанти, в които няма включени целевите гени. За да бъдат 

оптимизирани тези резултати, проведохме клониране с друг плазмиден 

вектор. След пречистването на продукта от PCR реакцията, той беше 

лигиран към плазмиден вектор pQE30, съдържащ ген за 

ампицилинова резистентност и последователност, кодираща His6 tag. 

При конструирането на праймерните олигонуклеодити, към тях бяха 

добавени последователности, разпознавани от рестриктазите BamHI и 

HindIII и преди провеждане на лигазните реакции (с Т4 лигаза) 

плазмидния вектор и инсърта (PCR продукта) бяха обработвани с 

рестриктазните ензими. 

5.3 Трансформация и анализ на получените трансформанти. 

Проучени бяха различни химиокомпетентни E. coli щамове, които 

ефективно да експресират рекомбинантния протеин. След поредица 

експерименти бяха намерени подходящи щамове, E. coli XL 1 Blue  и E. 

coli SURE® 2, които ефективно да намножават векторния плазмид и да 

експресират рекомбинантния VlsE протеин. С получения 

рекомбинантен плазмид бе трансформиран избрания E. coli щам.  

5.4 Експресия на рекомбинантния VlsE протеин. 

Положителните трансформанти бяха селектирани върху Luria-Bertani 

агар с 50g/ml aмпицилин. Преди да пристъпим към експресия на 

белтъка, потвърдихме успешното включване на гена в рекомбинантния 
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конструкт с рестриктазни реакции. Изолирахме плазмидна ДНК от 

E.coli клетките и проведохме рестрикционен анализ, продуктите 

визуализирахме чрез 1,5% агарозна гел електрофореза. За експресията 

на рекомбинантния vlsE трансформираните E.coli клетки бяха 

култивирани в течна LB среда и индуцирани чрез прибавяне на IPTG 

(изопропил-β-D-тиогалактопиранозид). 

5.4 Пречистване и потвърждение рекомбинантния VlsE 

протеин. Пречистването на VlsE протеина беше извършено с 

имобилизирана металнойонна афинитетна хроматография. На фиг. 17 

(старт 3) е представена SDS гел-електрофорезата на получения 

рекомбинантен протеин. Пречистеният протеин беше потвърден с 

моноклонално антитяло в имуноблот.  

                 1      2        3        4      М 

 
 

Фиг. 17 SDS гел-елетрофореза пречистени рекомбинантни 

протеини (М- белтъчен маркер; 1 – OspC, 2 – OspA, 3 –VlsE и 4 – FlaB). 
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На фиг. 18 е представена имунологичната реактивност на VlsE 

при имуноблот. За доказване на рекомбинантния протеин беше 

използвано моноклонално антитяло срещу VlsE на B. burgdorferi. 

Реактивността беше специфична, тъй като отсъстваше при 

взаимодействие на същите антитела с нетрансформирани клетки E. coli 

SURE® 2. Наличието на допълнителни ивици отразява присъствието на 

деградационни продукти. Същите ивици бяха наблюдавани и при 

имуноблот на VlsE със серум на пациент от Германия с късна Лаймска 

борелиоза. 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

Фиг. 18 Доказване на рекомбинантният VlsE протеин със 

специфични моноклонални антитела в имуноблот.  

 

VlsE 
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ЧАСТ ІI. Изследвания на панели серумни проби от 

пациенти с Лаймска борелиоза с получените рекомбинантни 

протеинни антигени. 

За да проверим приложимостта на новополучените 

рекомбинантни OspC, FlaB, VlsE и OspA протеини като антигени за 

ELISA, бе осъществено изследване на панел от 68 серумни проби от 

клинично потвърдени случаи с еритема мигранс, патогномоничната 

клинична проява на ранна Лаймска борелиоза и 48 серумни проби от 

лица със симптоми на дисеминирана и късна Лаймска борелиоза. 

След кръстосана титрация бе установено оптималното количество 

антиген от рекомбинантни протеини, с което да бъдат натоварвани 

плаките - 10 µg/ml. 

 

1. Резултати от ELISA за специфичност на рекомбинантните 

OspC, FlaB, VlsE и ОspA рекомбинантни антигени.  

Получените рекомбинантни протеини от B. burgdorferi бяха 

изследвани за наличие на неспецифична (кръстосана) реактивност. 

Всеки антиген беше тестван със серумен панел от 50 серумни проби на 

пациенти с Ебщайн-Бар инфекция, лептоспироза, сифилис, 

множествена склероза и ревматоиден артрит, при които се очаква 

неспецифична реактивност спрямо тях. Резултатите са представени на 

табл. 3. Установени бяха общо три кръстосани (фалшиво 

положителни) реакции. Две серумни проби с лептоспироза, реагираха 

неспецифично с FlaB антигена. Това взаимодействие би могло да се 

обясни с близката родственост между двата причинителя и факта, че 
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молекулата на флагелина е сходна при различните бактериални видове, 

което се дължи на неговата биологична функция. Третата 

неспецифична реакция бе установена между проба с лептоспироза и 

VlsE антигена. Другите два антигена – OspC и ОspA не показаха данни 

за наличие на неспецифично взаимодействие между тях и изследвания 

серумен панел.  

 

Табл. 3 Резултати от проведено изследване за неспецифична 

реактивност между OspC, FlaB, VlsE и ОspA. Положителните проби са 

представени спрямо общия брой изследвани проби. 

 

 

 Брой положителни серумни проби  
(% специфичност) 

                                                                                                                   
Серумен панел OspC FlaB VlsE OspA 

Ебщайн-Бар 0/10 (100) 0/10 (100) 0/10 (100) 0/10 (100) 
Лептоспироза 0/10 (100) 2/10 (80) 1/10 (90) 0/10 (100) 

Сифилис 0/10 (100) 0/10 (100) 0/10 (100) 0/10 (100) 

Множествена склероза 0/10 (100) 0/10 (100)  0/10 (100) 0/10 (100) 

Ревматоиден артрит 0/10 (100) 0/10 (100) 0/10 (100) 0/10 (100) 
ОБЩО 0/50 (100) 2/50 (96) 1/50 (98) 0/50 (100) 

 

 

 

 

 



 43

2. Резултати от ELISA с рекомбинантни протеини. 

 
2.1. Резултати от ELISA с рекомбинантен OspC антиген.  

При ELISA теста, проведен с рекомбинантен OspC антиген 

специфична анти-OspC реактивност беше установена в 25% (29/116) 

от всички изследвани проби, като 17 от тях бяха на пациенти с ЕМ 

(първа група) и 12 – на лица със симптоми на късна/дисеминирана 

Лаймска борелиоза (втора група).  

Резултатите от изследването на серумните панели с OspC 

антиген са представени на фиг. 19. В първата група, при 37% (17/46) 

от положителните проби бе установено наличие на анти-OspC 

антитела. При 24% (11/46) бяха доказани антитела от клас ИгМ, а при 

22% (10/46) – от клас ИгГ. Във втората група при 30% (12/40) от 

пробите се установиха анти-OspC антитела – при 15% (6/40) 

установените антитела бяха от клас ИгМ и при 20% (8/40) – от клас 

ИгГ.  

Резултатите от ELISA проучването с рекомбинантен OspC 

антиген показаха по-висока анти-OspC реактивност в ранните етапи 

на Лаймската борелиоза. Изненадващо беше откриването на анти-OspC 

антитела от клас ИгГ в ранната фаза на Лаймска борелиоза, както и на 

ИгМ антитела в късната фаза на болестта. Подобни находки 

свидетелстват, че постулатът за забавено развитие на имунния отговор 

при Лаймска борелиоза очевидно не е общовалиден и си има 

изключения, особено при съвременните възможности за ранно 

откриване на специфичните антитела.  
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Фиг. 19 Анти-OspC реактивност, установена с ELISA с 

рекомбинантен OspC антиген при пациенти с ЕМ и със симптоми на 

късна/дисеминирана инфекция. 

 

Проучванията с рекомбинантен OspC антиген за подобряване на 

диагностичните възможности в различните етапи на инфекцията сочат, 

че ИгМ антителата превалират при кожна манифестация на 

инфекцията, както в острата, така и в реконвалесцентната фаза. В 

късната фаза, наличието на имунен отговор към OspC антигена също се 

определя от манифестацията – при пациенти с прояви на Лайм артрит 

анти-OspC ИгМ и ИгГ антитела се установяват в по-висока степен, 

докато, при невроборелиоза процентът на анти-OspC реактивност е 

относително нисък. Поради високата хетерогенност на OspC протеина, 

установена дори сред изолати в един и същ географски регион, е 

възможно част от анти-OspC реактивните антитела да не бъдат 

детектирани, когато се използва само един OspC вариант.  
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2.2. Резултати от ELISA с рекомбинантен FlaB антиген. 

Изследването на двата серумни панела с рекомбинантен FlaB 

антиген, установи резултатите, представени на фиг. 20. Наличие на 

анти-FlaB реактивност беше установена в 38% (44/116) от всички 

изследвани проби, като 18 от положителните проби бяха на пациенти с 

ЕМ, а 26 – на лица със симптоми на късна/дисеминирана Лаймска 

борелиоза. В първата група, при 39% (18/46) от положителните проби 

се установиха анти-FlaB антитела. При 30% (14/46) бяха доказани 

антитела от клас ИгМ, а при 17% (8/46) – ИгГ клас антитела. Във 

втората група – пациенти с късна/дисеминирана инфекция, 

установената специфична реактивност бе по-висока – 65% (26/40) от 

пробите имаше наличие на анти-FlaB антитела – в 40% (16/40) 

установените антитела бяха от клас ИгМ и в 35% (14/40) от клас ИгГ.  
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Фиг. 20 Анти-FlaB реактивност, установена с ELISA с рекомбинантен FlaB 

антиген при пациенти с ЕМ и симптоми на късна/дисеминирана инфекция. 
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При използването на рекомбинантен FlaB като антиген за 

ELISA беше установена по-висока реактивност на изследваните 

серумни проби, в сравнение с OspC като антиген, особено при 

дисеминираната/късна фаза на инфекцията.  

Трябва да се има предвид обаче известната кръстосана 

реактивност между флагелина на борелиите и ресните на ресничестите 

бактерии. Затова, въпреки по-ниската си реактивност, OspC може да се 

окаже по-подходящ антиген от FlaB, предвид високата си 

специфичност. 

 

2.3. Резултати от ELISA с рекомбинантен VlsE антиген.  

При използването на рекомбинантен VlsE протеин като антиген 

за ELISA установихме анти-VlsE реактивност в 60% (70/116) от 

изследваните проби. Антитела срещу VlsE антигена имаше в 36 проби 

на пациенти с ЕМ и 34 на лица със симптоми на късна/дисеминирана 

Лаймска борелиоза. Резултатите са представени на фиг. 21. В първата 

група, в 78% (36/46) от положителните проби се установи анти-VlsE 

реактивност. В 26% (12/46) бяха доказани антитела от клас ИгМ, а в 

65% (30/46) – клас ИгГ. Във втората група в 85% (34/40) от пробите 

имаше наличие на анти-VlsE антитела. Клас ИгМ антитела бяха 

установени в 40% (16/40), а ИгГ – в 65% (26/40). 
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Фиг. 21 Анти-VlsE реактивност, установена с ELISA с рекомбинантен 

VlsE антиген при пациенти с ЕМ и със симптоми на късна/дисеминирана 

инфекция. 

 

Резултатите от ELISA с рекомбинантен VlsE протеин показаха 

много висока анти-VlsE реактивност, както в ранната, така и в 

дисеминираната фаза на инфекцията, като процентът на специфична 

реактивност беше малко по-висок при пациентите със симптоми на 

късна/дисеминирана инфекция. И при двете групи пациенти 

превалираха анти-VlsE антитела от клас ИгГ.  

Известна е способността на VlsE протеина да повишава 

значително чувствителността на ЕLISA и имуноблот тестовете. Според 

някои проучвания рекомбинантният VlsE антиген открива антитела при 

повече болни с дисеминирана Лаймска болест в сравнение със соченият 
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за фаворит С6 пептид. По литературни данни VlsE антигена открива 

ИгГ, но не и ИгМ антитела срещу B.burgdorferi. Нашите проучвания 

показаха, че макар и в много по-нисък процент се откриват ИгМ 

анти-VlsE антитела. 

 

2.4. Резултати от ELISA с рекомбинантен OspA антиген. 

Резултатите от проучването на серумните панели с ELISA с 

получения рекомбинантен OspA антиген са представени на фиг. 22. 

Специфична анти-OspA реактивност беше установена в 16% (18/116) 

от изследваните проби. Анти-OspA антитела бяха установени в 12 

проби на пациенти в ранна фаза и в 6 проби от групата с 

късна/дисеминирана Лаймска борелиоза. В първата група, в 26% 

(12/46) от положителните проби се установи анти-OspA реактивност. В 

17% (8/46) бяха доказани антитела от клас ИгМ, а в 11% (5/46) – ИгГ 

клас антитела. Във втората група в 30% (12/40) от пробите имаше 

наличие на анти-OspA антитела, като във всички положителни проби 

бяха доказани само ИгГ антитела.  

Изследванията показват по-ниската степен на реактивност на 

OspA в сравнение с други проучвани антигени.  

Получените резултати от ELISA показват сравнително ниска 

специфична реактивност срещу OspA антигена като цяло. По-често 

анти-OspA отговор беше установяван в пробите на пациенти с 

дисеминирана/късна Лаймска борелиоза.  
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 Фиг. 22 Анти-OspA реактивност, установена с ELISA с 

рекомбинантен OspA антиген при пациенти с ЕМ и със симптоми на 

късна/дисеминирана инфекция. 

 

Специфичната анти-OspA реактивност обикновено се свързва с 

късните прояви на Лаймската борелиоза – и специално с Лайм 

артрита, когато антителата срещу ОspA са с много високи титри. При 

около 70% от пациентите с Лайм артрит се установяват специфични 

ИгГ антитела, като титърът обикновено е свързан с тежестта и 

продължителността на артрита, докато при ИгМ антителата няма 

установена подобна връзка. По-ниската реактивност към OspA 

антигена, установена от нас се дължи на факта, че във втората група са 

включени пациенти с разнообразни късни/дисеминирани прояви на 

инфекцията.  
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3. Сравнителни възможности на разработените ELISA 

тестове с рекомбинантни антигени. 

Тествани бяха серумни панели от пациенти с еритема мигранс 

(n=68) и симптоми на дисеминирана инфекция (n=48) с ELISA, като 

бяха използвани едновременно два рекомбинантни антигена. 

Резултатите са представени на фиг. 23 и фиг. 24. Извършена беше 

статистическа проверка с помощта на критерия χ2 на хипотезата 

относно значимостта на наблюдаваната разлика между получените 

резултати при серологичните проучвания с рекомбинантни OspC, FlaB, 

VlsE и OspA антигени поотделно и в комбинация. В съответствие с 

целите на проучването беше приета критична стойност на нивото на 

значимост p=0,05.  

Установено беше повишаване на диагностичните 

възможности  на разработените ELISA тестове спрямо резултатите от 

проведените изследвания само с един антиген. 

В ранната фаза на инфекцията използването на двойката 

антигени FlaB/OspA повиши значително (p < 0,05) чувствителността на 

ELISA спрямо установената реактивност към двата антигена поотделно 

– на 34% (23/68) спрямо 18% (12/68) към OspA и 26% (18/68) към FlaB. 

Същият резултат 34% (23/68) беше установен и към двойката 

OspС/OspA спрямо 18% (12/68) към OspA и 25% (17/68) към OspC 

поотделно. По-висока чувствителност се наблюдаваше с OspC/FlaB 

антигените – 40% (27/68). Най-високи стойности на специфична 

реактивност бяха установени при тестовете с VlsE антиген – в 53% 

(36/68) (p < 0,05)  от пробите имаше анти-VlsE антитела. Използването 
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на VlsE антигена в комбинация с OspA, OspC и FlaB повиши 

чувствителността съответно на 59% (40/68), 60% (41/68) и 65% (44/68). 
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Фиг. 23 Сравнение възможностите на ELISA с различни 

рекомбинантни антигени за откриване едновременно на ИгГ и/или ИгМ 

антитела срещу B.burgdorferi в ранната Лаймска борелиоза. 

 

В дисеминираната/късна фаза на Лаймската борелиоза 

използването на двата антигена OspC и OspA едновременно доведе до 

известно повишаване (p<0,05)  на чувствителността на ELISA спрямо 

резултатите при самостоятелното използване на OspC антиген – от 25% 

(12/48) на 30% (14/48). Значително по-висока чувствителност (p<0,05) 

показа теста с FlaB/OspC и FlaB/OspA антигени, съответно 54% 

(26/48) и 58% (28/48). Прибавянето на OspC антиген при пациентите с 
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късна Лаймска борелоиза не повишава чувствителността спрямо 

установената само с FlaB антигена – 54% (26/48). По-добър е резултата, 

получен от проучването с FlaB/OspA антигените. Най-висока 

чувствителност (p<0,05)  беше установена при тестването на пробите с 

VlsE антигена, както самостоятелно, така и в комбинация с останалите 

три антигенa – 71% (34/48 )за VlsE/OspA, 75% (36/48) за VlsE/OspC и 

83% (40/48) за VlsE/FlaB.  
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Фиг. 24 Сравнение възможностите на ELISA с различни 

рекомбинантни антигени за откриване едновременно на ИгМ и ИгГ антитела 

срещу B.burgdorferi в дисеминирана/късна Лаймска борелиоза. 

 

От изследваните 116 серумни проби на пациенти с Лаймска 

борелиоза реактивност към поне един от проучваните 
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рекомбинантни антигени бе установена в 74% (86/116). Сред 

пациентите с ранна Лаймска борелиоза реактивност към поне един 

антиген се наблюдаваше при 67% (46/68) от изследваните болни. 

Реактивност към поне един от проучваните четири рекомбинантни 

протеина се доказа при 83% (40/48) от пациентите с 

дисеминирана/късна Лаймска болест. На фиг. 25 са представени 

резултатите от анализа на получените данни в двете изследвани групи – 

на лица с еритема мигранс (ранна Лаймска борелиоза) и пациенти с 

дисеминирана или късна инфекция. 
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Фиг. 25 Резултати за наличие на специфични имуноглобулини М и Г 

към поне един от тестваните OspC, OspA, FlaB и VlsE рекомбинантни 

антигени при пациенти с ЕМ и със симптоми на късна/дисеминирана 

инфекция. 
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В групата на пациентите с ранна Лаймска болест, при 68% 

(46/68) от изследваните проби бяха доказани специфични ИгМ и/или 

ИгГ антитела. Специфични антиборелийни антитела от клас ИгМ бяха 

установени при 59% (27/46). Специфични ИгГ антитела имаше в 65% 

(30/46) от положителните серумни проби. При пациентите с 

дисеминирана/късна Лаймска болест установихме специфични ИгМ 

и/или ИгГ антитела в 83% (40/48). Специфични ИгМ антитела 

доказахме в по-малка степен 55% (22/40), докато ИгГ антитела имаше в 

значително по-висок процент 85% (34/40) от изследваните проби. 

Установените резултати корелират с известните данни за 

развитие на специфичния антитяло отговор при Лаймската борелиоза. 

Намирането на сравнително висок процент ИгГ антитела в ранната фаза 

на болестта не противоречи на правилото, че първо се образуват ИгМ 

антителата. В случая се касае за реактивност главно срещу VlsE 

антигена, която е предимно от клас ИгГ. Също така, в напредналата 

фаза на болестта откриването на значителен процент ИгМ реактивност 

може да се обясни с превключването на антитяло синтезата от клас 

ИгМ в клас ИгГ, когато въпреки повишаването на ИгГ антителата, ИгМ 

още не са изчезнали и персистират. 

 

 

 

 

 



 55

4. Сравнителни възможности на разработените ELISA 

тестове с рекомбинантни OspC, FlaB, VlsE и OspA антигени с  

ELISA с цялоклетъчен антиген и търговски кит с рекомбинантни 

антиген. 

Резултатите, получени при изследването на серумния панел с 

рекомбинантните OspC, FlaB, VlsE и OspA антигени бяха 

съпоставени с ELISA с цялоклетъчен антиген и рутинен търговски 

тест за диагностика на Лаймска болест.  Извършена беше 

статистическа проверка с помощта на критерия χ2 на хипотезата 

относно значимостта на наблюдаваните разлики при критична стойност 

на нивото на значимост p=0,05. 

 На фиг. 26 са представени резултатите при пациентите със 

симптоми на ранна и дисеминирана/късна Лаймска борелиоза. 

Разработеният  тест с рекомбинантни антигени показа по-висока 

чувствителност със статистически значими различия (р≤0,05) спрямо 

теста с цялоклетъчен антиген и търговския кит, както в ранната, така и 

в късната фаза на инфекцията.  

Установената реактивност с цялоклетъчен антиген при 

пациентите в ранна фаза на инфекцията е 21% (14/68), което е малко 

по-високо от реактивността в късната фаза – 17% (8/48). При ранна 

Лаймска борелиоза търговският кит с рекомбинантни антигени 

установява ИгМ антитела при висок процент от болните – 54% (37/68) 

Наличие на антитела от ИгГ клас имаше едва в 9% (6/68) от 

изследваните проби. В късната фаза процентът на пробите с наличие на 

ИгМ антитела е значително по-нисък – 27% (13/48). В тази фаза се 
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установява по-висока ИгГ реактивност – 29% (14/48). Чувствителността 

на търговския тест в двата стадия е съответно 57% (39/68) и 54% 

(24/48), което е значително по-високо от тази на теста с цялоклетъчен 

антиген (p<0,05).    

Разработеният ELISA тест с рекомбинантни антигени показа 

най-високи нива на чувствителност в двете фази на инфекцията, 

съответно – 68% (46/68) и 83% (40/48). Особено изразено е при 

установяването на специфична ИгГ реактивност при ранната Лаймска 

болест – 56% (38/68) спрямо 6% (4/68) с цялоклетъчния антигени и 9% 

(6/68)  при другия рекомбинантен тест (p<0,05). 
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Фиг. 26 Сравнителни възможности на ELISA с цялоклетъчен антиген, 

ELISA с рекомбинантни OspC, FlaB, VlsE и OspA антигени и търговски ELISA 

кит за диагностика в различни стадии на Лаймска борелиоза. 
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Проучванията сочат по-ниска специфичност на ELISA 

тестовете с цялоклетъчни антигени, като в острата фаза 

чувствителността е под 50%. Чувствителността с цялоклетъчен антиген 

е по-висока при пациенти с множествена еритема мигранс, сърдечни, 

ставни и неврологични прояви на напредналата Лаймска борелиоза. 

Ограничената специфичност е свързана с фалшиво положителни 

резултати поради кръстосаната реактивност на някои от антигените – 

например топлинно-шоковите протеини (HSPs) и антигените на 

ресните. Разработеният ELISA тест с рекомбинантни антигени показа 

най-високи нива на чувствителност в двете фази на инфекцията, 

съответно – 68% (46/68) и 83% (40/48). Особено изразено е при 

установяването на специфична ИгГ реактивност при ранната Лаймска 

болест – 56 % (38/68) спрямо 6% (4/68) с цялоклетъчния антигени и 9% 

(6/68)  при другия рекомбинантен тест. По-високата чувствителност се 

дължи на добавения рекомбинантен VlsE антиген, който проявява 

висока реактивност към ИгГ антителта, както в ранната, така и в 

късната фаза на инфекцията.  
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РЕЗЮМЕ НА РЕЗУЛТАТИТЕ. ИЗВОДИ 

 

1. Конструираните от нас праймерни системи и избрани 

оптимални условия за амплификация на гените, кодиращи четири от 

най-важните повърхностно-мембранни протеини на B.burgdorferi – 

OspC, FlaB, VlsE и OspA са специфични и ефективни. 

 

2. Плазмидният вектор pET 200/D TOPO® осигурява висока 

ефективност и е много подходящ за клониране на гените ospC, flaB и 

ospA, но не и за vlsE генa на B. burgdorferi. За клониране на vlsE генa 

подходящ вектор е pQE30-Xa.  

 

3. Предимство на TOPO стратегията за клониране, използваща 

ензим топоизомераза I от Vaccinia вирус, е бързината и опростеното 

провеждане на реакцията, което намалява риска от компроментиране на 

резултатите. 

 

4. Щамът E.coli BL21 се трансформира успешно и осигурява 

ефективна експресия на рекомбинантни OspC, FlaB и OspA протеини. 

Химиокомпетентните E.coli SURE® 2 Supercompetent Cells се 

трансформират ефективно и експресират рекомбинантен VlsE протеин.  

 

5. Получените рекомбинантни протеини са специфични и с 

високо ниво на добив на продукта благодарение на адаптираните 

експресионни системи.  
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6. Разработените ЕLISA тестове с получените рекомбинантни 

протеини от B. burgdorferi показват висока специфичност. 

Чувствителността на разработените ELISA тестове за доказване на 

антитела при пациенти в различни фази на Лаймската борелиоза е по-

висока в сравнение с цялоклетъчната ELISA и сравнима с търговските 

китове с рекомбинантни антигени. 

 

7. Реактивността към отделните протеини показа първоначално 

включване на OspC и флагеларния антиген в ИгМ имунния отговор на 

организма, паралелно с ИгГ антитяло отговор към VlsE в ранния стадий 

на Лаймската борелиоза. При напредналата/дисеминирана фаза на 

болестта се откриват както ИгМ, така и ИгГ антитела срещу OspC и 

флагелина, както и ИгГ антитела срещу VlsE и OspA антигените. 
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ДЕКЛАРАЦИЯ ЗА ОРИГИНАЛНОСТ. ПРИНОСИ 

 

1. Приноси с научно-теоретичен характер 

1.1. За първи път у нас са разработени системи за ефективно 

клониране и експресия на основните имунодоминантни 

протеини на B. burgdorferi – OspC, FlaB, OspA и VlsE. 

1.2. Проучено е участието на всеки един от рекомбинантните 

протеини в разгръщането на антитяло отговора в различните 

фази на Лаймската борелиоза.  

1.3. Получена е важна информация, която допълва познанието 

за възможните серологични находки в хода на болестта.  

 

2. Приноси с методичен характер 

2.1. Разработени са оригинални полимеразно-верижни системи 

за амплифициране на целите гени, кодиращи OspC, FlaB, OspA 

и VlsE протеините, които могат да се прилагат за доказване на 

генома на B. burgdorferi. 

2.2. Уточнени са плазмидните вектори, които осигуряват 

ефективно клониране на ospC, flaB, ospA и vlsE гените на B. 

burgdorferi. 

2.3. Експериментално са установени подходящите видове 

химокомпетентни клетки, позволяващи успешна 

трансформация и осигуряващи ефективна експресия на 

рекомбинантните протеини. 
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3. Приноси с научно-приложен характер 

3.1. Разработени са първите в България ELISA тестове с 

рекомбинантните OspC, FlaB, OspA и VlsE протеинни антигени, 

които показват много висока специфичност и чувствителност, 

сходна с тази на търговските китове с рекомбинантни протеини 

и по-висока от тази на ELISA тестовете с цялоклетъчен 

борелиен антиген. 

3.2. Проучени са възможностите на ELISA тестове с всеки един 

или с различни комбинации от рекомбинантните протеини 

OspC, FlaB, OspA и VlsE като антиген за доказване на 

специфичните антитела в различните фази на Лаймската 

борелиоза. 
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Дисертационния труд е създаден с финансова подкрепа на 
оперативна програма за човешки ресурси, съфинансирана от  
Европейския Съюз чрез Европейския социален Фонд. Цялата 
отговорност за съдържанието на документа се носи от НЦЗПБ и 
при никакви обстоятелства не може да се приема, че този 
документ отразява официалното становище на Европейският 
Съюз и договарящия орган. 

 


