
   

 

   

 

                                        

 МИНИСТЕРСТВО НА ЗДРАВЕОПАЗВАНЕТО 

 НАЦИОНАЛЕН ЦЕНТЪР ПО ЗАРАЗНИ И ПАРАЗИТНИ БОЛЕСТИ 

Отдел “Микробиология”, 

Национална референтна лаборатория  “Особено опасни бактериални 

инфекции” (ООБИ), сектор “Микробиом” 

  

  

  

Микробиологични, електронно-микроскопски и 

молекулярно-биологични методи за изследване на 

патогенезата при саркоидоза 
  

 Борислава Илиева Цафарова 

 

АВТОРЕФЕРАТ НА ДИСЕРТАЦИЯ  

за присъждане на образователна и научна степен “Доктор” по научна 

специалност 01.06.12 Микробиология 

  

 Научен ръководител: проф. дн Стефан Панайотов 

  

София, 2023 г 



  2 

 

 

 

Дисертационният труд е изработен в Отдел „Микробиология“ към НЦЗПБ, гр. София с 

финансовата подкрепа на проект “САРКОИДОЗА”, финансиран от ННП “ВИХРЕН” и 

договор с ФНИ: КП-06-ДВ/10 от 21.12.2019. 

Представен е на разширен колегиум на отдел „Микробиология“ на 25.09.2022 г. и е 

насочен за защита пред научно жури. 

 

Дисертационният труд съдържа 169 страници, 42 фигури и 11 таблици. Библиографията 

включва 213 литературни източника. 

 

Материалите във връзка със защитата са публикувани на интернет страницата на НЦЗПБ и 

се намират на разположение в библиотеката на НЦЗПБ, гр. София 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Публичната защита ще се състои на 06.02.2024 г. от    ч. в аулата на НЦЗПБ, бул. „Янко 

Сакъзов“ № 26, гр. София, на открито заседание на научното жури, назначено със заповед 

№ 582/01.12.2023г. на Директора на НЦЗПБ, съгласно ППЗРАСРБ на НЦЗПБ и ЗРАСРБ. 

 

 

 

 



  3 

 

 

 

  

  

Използвани съкращения 

 

dH2O – дестили рана вода 

H-Е – оцветяване Хематоксилин и Еозин 

PCR – Polymerase chain reaction  

БАЛ/ BAL – бронхоалвеоларен лаваж 

ГКС – глюкокортикостероиди 

ДНК/ DNA – дезоксирибонуклеинова киселина 

ИХХ/ ICH – имунохистохимия 

МТС – Mycobacterium tuberculosis complex 

нб/ bp – нуклеотидни бази  

НРЛ – Национална референтна лаборатория 

НТМ – нетуберкулозни микобактерии 

РНК – рибонуклеинова киселина 

СЕМ/ SEM – Сканиращ електронен микроскоп 

ТЕМ – Трансмисионен електронен микроскоп 
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I. Увод 

Саркоидозата е мултисистемно грануломатозно заболяване с неизвестна етиология. 

Клиничните изяви са неспецифични и разнообразни. В над 90% от случаите се проявява 

белодробна форма, като са засегнати белите дробове и/или вътрегръдните лимфни възли. 

Отличителна черта на саркоидозата е формирането на неказеозни, епителоидноклетъчни 

грануломи, които могат да засегнат почти всеки орган в човешкото тяло. Протичането на 

заболяването варира от самоограничаващо се до инвалидизиращо и свързано с ранна 

смъртност.  

Предполага се, че саркоидозата се предизвиква от неизвестен антиген (антигени) у 

хора с анормален имунен отговор и генетична предразположеност. Опитите за 

установяване на етиологичния причинител на заболяването продължават вече повече от 

140 години. Някои изследователи смятат саркоидозата за автоимунно заболяване, други 

посочват неинфекциозен агент от околната, домашна или работна среда, като отключващ 

фактор. Трети предполагат участие на един или няколко различни микроорганизма, като 

етиологични причинители на саркоидозата.  

Към момента все повече данни сочат за микробно участие в развитието на 

заболяването, чрез въздействие на отделни микробни видове или следствие от дисбиоза на 

микробиома. Множество изследователи доказват наличие на микроорганизми в саркоидни 

проби. Тъй като до момента няма определен единствен етиологичен причинител на 

саркоидозата, е възможно различни по вид микроорганизми да участват в патогенезата на 

заболяването. Най-много доказателства има натрупани за представители от род 

Mycobacterium (Mycobacterium tuberculosis) и за Cutibacterium acnes. 

Настоящата дисертация бе фокусирана върху търсене на доказателства за микробно 

участие в етиологията на саркоидозата. Основна цел бе изследване на микробиома при 

пациенти със саркоидоза и контролни лица чрез молекулярни, културелни и микроскопски 

техники за анализ. 

В изследванията бяха включени: клинични материали (кръв, белодробна биопсия и 

БАЛ) на 44 лица суспектни за саркоидоза, кръв от 7 здрави доброволци и архивни тъканни 

материали от пациенти със саркоидоза (22 бр.) и туберкулоза (19 бр.). От всеки от 

изброените материали бе изолирана ДНК за молекулярни анализи. Извършено бе 

секвениране от ново поколение и PCR за доказване на C. acnes, M. tuberkulosis, други 
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микобактерии и Toxoplasma gondii в изследваните саркоидни клинични материали. За 

допълнително изясняване ролята на C. acnes в етиологията на саркоидозата, беше 

проведено имунохистохимично изследване със специфичното за бактерията 

моноклонално антитяло РАВ в засегнати от саркоидоза лимфни възли. 

Изследван бе кръвният микробиом, чрез култивиране на кръв от пациенти със 

саркоидоза и контролни лица, при нормални и стресови условия. За изследване на 

микробните видове в култивирана цяла и лизирана кръв беше приложен микроскопски 

морфологичен анализ, включващ ТЕМ, СЕМ, светлинна и тъмнополева микроскопия. При 

кръвните микробиоти бяха наблюдавани и описани различни механизми на пролиферация.  

 Вероятно много фактори са отговорни за развитието на саркоидоза – генетична 

предиспозиция, антигенно дразнене, проява на Th 1 медииран имунен отговор, пол, 

възраст, поведенчески навици. Всички те са обект на активни проучвания. Екологичната 

динамика на околната среда вероятно също води до промени в общата заболеваемост на 

населението. Сравнително слабо изследвана област при саркоидоза е ролята на кръвния и 

тъканен микробиом в патогенезата на заболяването. До момента не е изследван кръвният 

микробиом при саркоидоза. Това, че саркоидозата може да бъде открита в различни 

органи на един и същ човек предполага, че причинителят и се пренася от една телесна 

локация до друга, чрез кръвта или лимфата. Възможно е комбинираното изследване на 

кръвния и тъканен микробиом при саркоидоза да допринесе за по-доброто разбиране на 

патогенезата на заболяването. 

 

Хипотези за етиологията на саркоидозата. 

Общоприето е, че саркоидозата се предизвиква от неизвестен антиген или антигени у 

хора с анормален имунен отговор и генетична предразположеност (Judson, 2020; Inaoka, 

2019; Moller, 2017; Valentonyte, 2005) Образуването на саркоидни грануломи е свързано с 

активиране на Th1 имунен отговор и повишена експресия на цитокините интерлевкин 2 

(IL-2), интерлевкин 12 (IL-12), тумор-некротизиращ фактор-α (TNF- α) и гама-интерферон 

(IFN-γ). Повишена експресия имат и Th17 лимфоцитите и съответно индуцираните от тях 

интерлевкин 17 (IL-17) и интерлевкин 22 (IL-22), следствие на което се развива бавен, но 

постоянен възпалителен процес в засегнатите тъкани (Inaoka, 2019; Grunewald, 2019; 

Grunewald, 2007; Ziegenhagen, 2003). До момента етиологичният причинител на този тип 
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имунна реакция при саркоидоза остава неясен, но съществуват резлични хипотези (фиг. 

1). 

Хипотеза 1: Неинфекциозна етиология – фактори от околната/работна среда. 

Възможно е саркоидозата да се причинява от излагане на органични (полен, смоли, 

органичен биоаерозол) (Judson, 2020; Gupta, 2013) или неорганични (неорганичен прах, 

берилий, талк) (Gorham, 2004; Newman, 2004; Barnard, 2005) субстанции от околната 

среда, които да отключат Th1 медиираната имунна реакция. Белодробната и кожна форма 

на саркоидозата биха могли да бъдат свързани с действието на неинфекциозен агент 

вдишан в белите дробове или попаднал върху кожата. Спонтанното образуване на 

грануломи в органи без контакт с околната среда остава неясно.  

Хипотеза 2: Инфекциозна етиология – участие на един или няколко различни 

микроорганизма. Множество изследователи доказват наличие на микроорганизми в 

саркоидни проби. До момента няма определен единствен етиологичен причинител на 

саркоидозата. Възможно е различни по вид микроорганизми да участват в патогенезата на 

заболяването. Най-много доказателства има натрупани за представители от род 

Mycobacterium (Mycobacterium tuberculosis) (Almenoff, 1996; Gazouli, 2002;; Gupta, 2007) и 

за Cutibacterium acnes (Eishi, 2002; Esteves, 2016; Zhao, 2017; Negi, 2012).  

Хипотеза 3: Автоимунна етиология – автоантиген. Базира се на възможността 

автоимунна реакция да възникне чрез молекулярна мимикрия, при която поради сходство 

между чужд антиген и собствени за тялото молекули (пептиди) да се активират 

автореактивни Т или В клетки. Възможно е първоначалната грануломатозна реакция при 

саркоидоза да е следствие от попадане на антиген в даден орган (бял дроб), а 

последващите грануломатозни реакции в други органи да са резултат от молекулярна 

мимикрия (Zissel, 20016; Häggmark, 2015; Tchernev, 2014). Известно е, че саркоидозата 

наподобява, а често и съпътства други автоимунни заболявания – синдром на Сьогрен,  

тиреоидит на Хашимото (Korsten, 2018). 

Хипотеза 4: Микробиомен дисбаланс – сравнително нова хипотеза показваща 

възможното влияние на микробиотите от чревния, белодробен или тъканен микробиом, 

както и на отделяните от тях метаболити в развитието на заболяването (Fukui, 2020; 

Clarke, 2018; Becker, 2019). 
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 Фиг. 1.  Четирите основни хипотези за етиологията на саркоидозата 

  

Въпреки задълбочените проучвания, етиологията на саркоидозата остава медицинска 

мистерия. Много вероятно е в патогенезата и да взема участие повече от един тип 

етиологичен агент, както и да съществуват географско-обусловени разлики. 

В настоящата дисертация основен акцент е проверка на хипотези 2 и 4 или 

микробното участие в патогенезата на саркоидозата. Усилията са насочени в 

определяне на един или няколко микробни вида с потенциално значение за развитие 

на заболяването или доказване на микробиомна дисбиоза на ниво белодробна тъкан 

и кръв. 

 

 

 



  8 

 

II. Цел и задачи на дисертацията 

 

ЦЕЛ: Изследване на микробиома при пациенти със саркоидоза и контролни лица 

чрез молекулярни, културелни и микроскопски техники за анализ. 

Задача 1. Анализ на кръвния и тъканен микробиом на пациентите със саркоидоза 

чрез: 

а) Култивиране на кръв от пациенти със саркоидоза и контролни лица при нормални 

и стресови условия. Микроскопски морфологичен анализ на микробни видове в 

култивирана цяла и лизирана  кръв.    

б) Изолиране на ДНК от култивирани (кръв) и некултивирани клинични материали 

(кръв и биопсия) от пациенти със саркоидоза, и контролни лица и провеждане на 

микробиомен анализ чрез секвениране от ново поколение.     

Задача 2. Изследване ролята на Cutibacterium acnes, Mycobacterium tuberkulosis и 

други микобактерии и  микроорганизми за изясняване на  потенциалното им участие в  

патогенезата на саркоидоза чрез: 

а) Изследване на клинични материали (биопсия, кръв и БАЛ) от пациенти със 

саркоидоза за C. acnеs, M. tuberculosis и други микобактерии чрез PCR. 

б)  Имунохистохимично изследване с моноклоналното антитяло РАВ за доказване на 

C. acnes в засегнати от саркоидоза лимфни възли. 

 

III. Материали и методи. 

1. Материали 

Изследвани бяха следните експериментални групи лица: 

- здрави доброволци  

- суспектни за саркоидоза 

- диагностицирани с белодробна саркоидоза,  

- диагностицирани с други белодробни заболявания 

Изследвани бяха следните клинични материали: 

- кръв  



  9 

 

- белодробна тъкан 

- лимфни възли 

- бронхоалвеоларна течност 

- архивни тъкани 

За целите на дисертацията бяха изследвани чифтни материали - кръв и тъканен 

биопсичен материал от 13 пациента с предполагаема саркоидоза, и кръв, тъканен 

биопсичен материал, и течност от бронхоалвеоларен лаваж от 31 пациента суспектни за 

саркоидоза. За част от експериментите включващи култивиране на кръв и електронна 

микроскопия беше използвана  кръв от здрави доброволци (н =7). 

 Архивни тъкани -  20 броя парафинови блокчета с включен биопсичен материал от 

пациенти с белодробна саркоидоза и 19 броя парафинови блокчета с оперативен материал 

от пациенти с белодробна туберкулоза от 2015г. Изброените материали бяха получени от 

Университетска многопрофилна болница за активно лечение на белодробни болести 

„Света София“ ЕАД, гр. София, от 2022 слята с УМБАЛ „Св. Иван Рилски“. Всички свежи 

тъканни и кръвни проби бяха получени след разговор с пациента относно целите на 

проучването и предоставяне на подписан формуляр за информирано съгласие.  

Етична комисия: Проучването бе одобрено от Институционалната комисия за 

преглед/Институционална комисия по етика (IRB/IEC) на Националния център по 

инфекциозни и паразитни болести в София, България (номер IRB00006384; номер на 

протокол 3/27.07.2020 г.). 

 

2. Методи 

1. Изолиране на ДНК от кръв, биопсичен материал и бронхоалвеоларен лаваж (БАЛ) 

от 44 лица с предполагаема саркоидоза 

1.1. Подготовка на пробите  и отрицателните (реактивни) контроли 

2.2. Изолиране на ДНК 

2. Изследване на архивни биопсични и оперативни материали  от пациенти със 

саркоидоза и туберкулоза   

2.1 Подбор и подготовка на материали   

2.2. Депарафиниране, рехидратация и изолиране на ДНК от парафиновите блокчета  

2.2.1. Първи метод  - фирмен кит QIAamp DNA FFPE Advanced UNG Kit (Qiagen, 

Germany) 
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2.2.2. Втори метод  - адаптиран протокол 

2.3. PCR изследване на ДНК изолирана от ретроспективни тъканни материали на 

пациенти със саркоидоза и туберкулоза  за C. acnes и M. tuberculosis   

2.3.1. Положителни PCR контроли за доказване на C. acnes и M. tuberculosis   

 2.4. Проверка на качеството (интегритета) на изолираната ДНК от включените в 

парафин саркоидни и туберкулозни проби 

3. Методи на култивиране 

3.1. Култивиране на кръв в хранителна среда за индуциране (съживяване) на латентни 

кръвни микробиоти (модифициран метод на Калфин)   

3.1.1. Приготвяне на хранителни среди за култивиране на кръв и тъканен материал - 

53 

4.1.2. Култивиране на цяла кръв и изолиране на ДНК за молекулярен анализ  - 54 

4. Микроскопски методи 

4. 1. Трансмисионна електронна микроскопия (ТЕМ)  

4.1.1. Подготовка за наблюдение с ТЕМ на периферни кръвни мононуклеарни клетки 

изолирани от кръв на здрави доброволци 

4.1.2. Подготовка на култивирана при стресови условия лизирана кръв от здрави 

доброволци  за наблюдение с ТЕМ и СЕМ   

4.1.3. Подготовка на цяла култивирана кръв от пациенти със саркоидоза за 

наблюдение с ТЕМ  

4.1.4. Протокол за приготвяне на кръвни проби за ТЕМ  

4.1.5. Наблюдение на приготвените препарати с ТЕМ   

4.2. Сканираща електронна микроскопия (СЕМ)  

4.3. Светлинна микроскопия  

4.4.  Микроскопия в тъмно поле  

4.5. Техники на оцветяване 

4.4.1. Оцветяване по Грам  

4.4.2. Оцветяване на хистологични срезове с Хематоксилин и Еозин - 61  

4.4.3. Оцветяване на саркоидни грануломи в хистологични срезове чрез сребърна 

импрегнация Гомори-силвър (модификация)  

5.5. Имунохистохимия за детекция на C. acnes в саркоидни грануломи 

5. Молекулярни методи за изследване на патогенезата при саркоидоза  

5.1. Таргетно 16S и 18S метагеномно секвениране на кръвни и биопсични проби взети 

от пациенти с доказана саркоидоза  

5.1.1. Подбор на материали 

5.1.2. Подготовка и изолиране на ДНК от кръв и биопсичен материал  
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5.1.3. Създаване на геномни библиотеки 

5.1.4. Секвениране   

5.1.5. Анализ на метагеномните данни  

5.1.6. Статистика и визуализация на резултатите  

5.2. Случайно (shotgun) метагеномно секвениране   

5.2.1. Подбор на материали  

5.3. PCR методи за идентификция на микроорганизми имащи потенциална връзка с 

етиологията на саркоидозата  

5.3.1. Бактерии от род Mycobacterium  

5.3.2. Cutibacterium acnes  

5.3.3. Toxoplasma gondii  

 

 

IV. Резултати и обсъждане 

 

1. Разпределение на пациентите по диагноза 

За целите на настоящата дисертация бяха изследвани клинични материали от 44 лица 

постъпили в МБАЛ “Св. Иван Рилски” за уточняване на диагноза. Те бяха включени в 

проучването след подписана декларация за информирано съгласие. От тях 15 бяха 

диагностицирани със саркоидоза, 6 със злокачествено белодробно заболяване (карцином), 

1 с пневмофиброза, 6 с други интерстициални болести с фиброза, 4 с хроничен 

възпaлителен процес, 3 с бронхиектазна болест и 7 с анамнеза за саркоидоза, която не 

беше хистологично потвърдена (Обс. саркоидоза) (фиг. 2). 
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Фиг. 2. Разпределение на пациентите по поставена диагноза - брой заболели и процент от 

всички изследвани лица (н =44). 

 

. 

      2. PCR анализ на архивни тъканни материали от пациенти със 

саркоидоза и туберкулоза.   

Изолираната ДНК от 39-те парафинови блокчета беше с добра чистота и количество. 

За 9-те туберкулозни проби, двата паралелно приложени метода - адаптиран от нас метод 

за изолиране на ДНК и фирмен кит QIAamp DNA FFPE Advanced UNG Kit (QIAGEN, 

Germany), дадоха съпоставими резултати за чистота и количество на изолирана ДНК. 

 

2.1. Резултати от PCR анализа  

 Всички изследвани проби, както саркоидните, така и туберкулозните, показаха 

отрицателни резултати за M. tuberculosis и C. acnes. Положителни бяха само използваните 

PCR контролни ДНКи изолирани от култура на M. tuberculosis и кожна натривка за C. 
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acnes. Възможно е двата микроорганизма (C. acnes и M. tuberculosis) да нямат връзка с 

етиологията на саркоидозата при включените в изследването пациенти. Съмнителна обаче 

е липсата на ДНК от M. tuberculosis във всички парафинови блокчета с тъкан от 

туберкулозно болни.  

Като контрола за качество на изолираната от парафиновите блокчета ДНК беше 

проверено дали 140 bp секвенция на човешкия β-глобинов ген може да бъде намножена 

чрез PCR. Резултатът показа, че има амплификация в едва половината от изследваните 

материали, независимо от вида на пробата (саркоидоза/туберкулоза), времето на 

формалинова фиксация (24ч/48ч) или използвания метод за изолиране на ДНК (фиг. 3). 

Независимо от това, че при търговския кит има стъпка на разрушаване на омрежванията в 

ДНК чрез инкубиране при 90
о
С и е включен ензима урацил-N-гликозилаза поправящ 

транзициите, изолираната ДНК не беше с добро качество за молекулярни анализи. 

 
фиг 3. Резултати от амплификацията на 140bp фрагмент от човешкия β-глобинов ген 

с праймери β1 и β2. Означения: gr 50bp - ДНК маркер; 1s-5s - ДНК изолирана от 

парафинови блокчета със саркоидозна тъкан, чрез кит; 1t-5t - ДНК изолирана от 

парафинови блокчета с туберкулозна тъкан чрез модифициран протокол; 1t’-3t’ - същите 

туберкулозни проби изолирани с кит; +k - положителна контрола - ДНК изолирана от 

белодробна биопсия; -k - отрицателна контрола (вода). 

 

Отрицателните PCR резултати за C. acnes и M. tuberculosis при всички изследвани 

проби и слабата PCR амплификация на β-глобиновия ген в някой от тях ни накара да 

предположим, че  изолираната от парафиновите блокчета ДНК е била твърде 



  14 

 

фрагментирана и увредена. За проверка на качеството беше проведена 1% гел 

електрофореза на всяка изолирана от парафинови блокчета ДНК. Екстрахираната по двата 

метода ДНК, както от саркоидните, така и от туберкулозните парафинови блокчета показа 

фрагментираност с дължина на фрагментите под 400 bp. При сравнение на качеството на 

ДНК изолирана от туберкулозна тъкан включена в парафин по двата метода не се 

наблюдаваха значителни разлики в степента на накъсване.  

 

3. Култивиране на кръв в хранителна среда за индуциране 

(съживяване) на латентни кръвни микробиоти. 

Кръв от 6 пациента с доказана саркоидоза беше култивирана при стресови условия - 

43 
о
С и хранителни среди (BHI и BB) с високо съдържание на витамин К3(1mg/ml) за 24 ч. 

Целта беше чрез стресиране латентните кръвни микробиоти да бъдат извадени от 

състоянието им на покой и да бъдат стимулирани към пролиферация. “Реанимирането” 

(resuscitation) на представителите на кръвния микробиом, чрез поставяне при 

неблагоприятни условия - температура над физиологичната (43
о
С) и оксидативен стрес  

(висока концентрация на вит. К) е техника изпитана по-рано от екипа ни, с кръв от здрави 

лица (Panaiotov, 2018; Panaiotov, 2021).  

Микроскопските препарати приготвени по Грам показаха растеж в двата вида 

хранителна среда. Наблюдавахме Грам отрицателно оцветени едри, сферични 

пролифериращи клетки (майчини), даващи начало на по-дребни дъщерни клетки, 

подредени във верижки или гроздове.  

 

4. Визуализация на кръвната микробиота чрез прилагане на 

различни микроскопски техники. 

 

4.1 Наблюдение на кръвни микробиоти във фракцията от периферни кръвни 

мононуклеарни клетки изолирани от кръв на здрави доброволци с ТЕМ. 

В препаратите приготвени от периферни мононуклеарни левкоцити бяха 

наблюдавани микробни структури притежаващи клетъчна стена, които пролиферират. Три 

механизма на пролиферация бяха наблюдавани: чрез екструзия на прогениторни клетки от 
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“майчина” клетка, формиране на септум и пъпкуване. “Първичните” клетки или 

“елементарните първични” телца са сфероидални с размери от 180-200 nm и нарастват по 

размери. Повърхността на първичната клетка е мъхеста (фиг. 4 А) Клетъчната стена има 

ясно изразени вътрешна мембрана (IM), полупрозрачно периплазмено пространство (PS) и 

външна мембрана (OM) (фиг. 4 D). Цитоплазмата има светли и непрозрачни участъци, 

като светлите структури наподобяват бактериално ядро (нуклеоид). Екструзията на 

прогениторни клетки може да настъпи едновременно от различни части на клетъчната 

обвивка. Това се случва след нарастване на “първичната” клетка, която се превръща в 

зряла “майчина” клетка.  “Майчината” клетка дава начало на по-малки прогениторни 

клетки, които се формират във вътрешността и и се отделят навън през “отвор” на 

клетъчната стена (фиг. 4 В, D). Процесът на “отваряне” на клетъчната стена започва с 

формиране на издутинана на повърхността на клетката последвана от поява на сферичен 

отвор, през който се промушва прогениторната клетка, като „мехурче през уста“ (фиг. 4 D, 

жълт овал). За кратко прогениторната клетка може да остане свързана с “майчината” 

мембрана (фиг. 4 С, Е). Прогениторните клетки могат да напуснат “майчината” клетка от 

различни участъци от повърхността и (фиг. 4 В). На фигура 4 В могат да се видят поне 

четири зони в които се заформя отделяне на прогениторни клетки (черни стрелки). В 

препаратите не беше наблюдавано формиране на верижки от свързани помежду си 

прогениторни клетки към “майчината” клетка. Беше наблюдаван и друг механизъм на 

клетъчно делене, при който „майчината“ клетка се възпроизвежда чрез образуване на 

септум и последващо разделяне на септума на дъщерни клетки (фиг. 4 C). Снимковият 

материал предполага такъв механизъм на клетъчно делене. Наблюдавана бе и класическа 

микробна пролиферация чрез пъпкуване (фиг. 4 F). 
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Фиг. 4. (А) Първична клетка с “мъхеста” клетъчна стена. Маркер 50 nm. (В) 

Протрузии на клетъчната повърхност от където ще излязат прогениторните клетки (черни 

стрелки). (С) Съединени прогениторни клетки (септум). (D) Ултраструктура на кръвните 

микробиоти. С черни стрелки са означени вътрешната мембрана (IM),  интермедиерното 

периплазматично пространство (PS), вътрешната мембрана (ОМ) и зоната на екструзия на 

прогениторната клетка (жълта елипса). (Е) Прогениторна клетка свързана към 

“майчината” клетка (черна стрелка), нова прогениторна клетка, готвеща се да “излезе” от 

първичната клетка (червена стрелка) и прогениторна клетка във вътрешността на 

“майчината” клетка (жълта стрелка). (F) Класическо пъпкуване. 

 

Морфологията на клетъчната стена в наблюдаваните клетки корелира с клетъчната 

стена на Грам отрицателните бактерии, която е изградена от тънък слой пептидогликан (~ 

5 nm) разположен между две отделни двуслойни мембрани, цитоплазмена (вътрешна) и 

външната мембрана. Мъхестата бактериална клетъчна обвивка вероятно е с 

липополизахариден произход. 
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4.2. Микроскопски анализ на култивирана при стресови условия лизирана и 

филтрирана кръв от здрави доброволци. 

 

Лизираната и филтрирана кръв бе култивирана при стресови условия, прилагайки 

висока концентрация на витамин К и 43
о
С в рамките на 7 часа. След първия час на 

инкубация, на интервали през 30 минути, от инкубатора бе изваждана кръвна проба, която 

бе подготвена за ТЕМ, СЕМ, светлинна и тъмнополева микроскопия.  

Първоначално културите  бяха светлочервени. След първия час на култивиране 

започнаха да помътняват. Малки, оцветяващи се по Грам кръгли структури бяха 

наблюдавани при 100× увеличение. Цветът на културата се промени до светло кафяв. След 

втория час микроскопското поле беше пълно с единични клетки, верижки и групи от 

кръгли клетки. На третия час цветът на културата вече беше кафяв. Между четвъртия и 

седмия час културите бяха станали тъмнокафяви и се образува видима утайка. В 

предишни наши експерименти (Panaiotov, 2018) бяха идентифицирани няколко 

морфологични форми на оцветени по Грам кръвни микробиоти: а) "плътни тела" от Грам 

положително оцветени микробни структури; б) Грам положително оцветени тела, 

заобиколени от Грам-отрицателна обвивка и в) "плътни тела" даващи начало на Грам 

отрицателно оцветени потомствени клетки подредени във верижки (Фиг. 5). "Плътното 

тяло" може да се дели чрез просто, бинарно делене или да произвежда верижки от Грам 

отрицателно оцветени "първични" клетки. Светлинната микроскопия доказа бърза 

пролиферация на кръвната микрофлора.  
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Фиг. 5. Светлинна микроскопия на култивирани кръвни микробиоти. (A) Оцветяване 

по Грам след 4 часа култивиране, 800 ×. Мащабен  маркер 20 µm. (B) Оцветяване по Грам 

след 6 часа култивиране, 1000 ×. (C, D) Култури, оцветени след 24 часово култивиране, 

1000 ×. Мащабен маркер 10 µm. 

 

4.2.1. Тъмнополева микроскопия 

Чрез микроскопия в тъмно поле беше наблюдавана кръвната микробиота при по-

голям контраст без необходимост от фиксиране, оцветяване и изсушаване на препаратите. 

Клетките се виждаха като бели петна на тъмен фон извършващи Браунови движения. В 

препаратите от лизирана, филтрирана и култивирана при стресови условия кръв 

наблюдавахме три вида обекти: а) много малки клетки, като светещи точки с размер под 

500 nm, които могат да се забележат благодарение на брауновото им движение при по-

висок интензитет на светлината, б) по-големи сфероидални структури с големина 1-2 µm с 

обвивка и централна част („ядро“), и в) 4–5 µm клетки, които имат зърнеста вътрешна 

структура и грапави ръбове (фиг. 6). Размерът на наблюдаваните от нас структури 

изключва възможността те да са с вирусен произход.   
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Фиг 6. (A, B) Микроскопия в тъмно поле на in vitro култивирана лизирана кръв. 

Маркер 10 µm. 

 

4.2.2. Сканираща електронна микроскопия (СЕМ) 

Лизираната и филтрирана кръв бе култивирана при стресови условия - висока 

концентрация на витамин К и 43
о
С, за 7 часа. След първия час от инкубацията, през 30 

минути бяха взимани проби за приготвяне на препарати за СЕМ. 

В първата, нулева проба, приготвена от некултивирана лизирана кръв не бяха 

наблюдавани кръвни микробиоти, а само клетъчни отломки. След 1 час на  култивиране, 

чрез СEM бяха визуализирани единични клетъчни структури с размер 200 nm. (фиг. 7 А). 

Наблюдавана беше бърза пролиферация на клетъчна маса, като броя на 

частиците/клетките, нарастваше пропорционално с времето на култивиране (фиг. 7 B, C). 

Между първия и четвъртия час от култивирането наблюдаваните с ТЕМ препарати, 

показаха еднородност с леки вариации (фиг. 7 D, E). След култивиране от 5 часа и 30 

минути започнаха да се наблюдават морфологично хетерогенни микробни форми, като 

поява на големи сфероидни клетки (> 2 nm) с грапава повърхност разположени сред групи 

от клетки с по-малък размер (фиг 7 F). Наблюдавана беше и пролиферация чрез 

пъпкуване. След 7
ия 

час на  култивиране, големите клетки (> 2 nm) пролиферират чрез 

просто делене или чрез пъпкуване (фиг. 7 G, H). При увеличение 60.000х беше 

установено, че големите „майчини“ клетки имат грапава повърхност (фиг. 7 I), 

характеризираща се с поява на издатини (протрузии), които дават потомство на 

елементарни телца подредени във верижки. Може да се предположи, че клетката „майка“ 

е изпълнена с прогениторни клетки (“елементарни телца”). ТЕМ анализът даде подкрепа 

на това заключение (фиг. 8, фиг. 9) 
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Фиг. 7. СEM изображения на култивирана кръвна микробиота на здрави лица. 

Кръвните проби бяха лизирани, 0.2 µm филтрирани и култивирани в продължение на 7 

часа. (A, B) СЕМ анализ на култивирана кръв за 1 час. (C–E) култури на 2 – 4 часа. (F–H) 

култури на 5 – 7 часа. (I) СЕМ морфология на голяма клетка „майка“ след 7 часа 

култивиране. 

 

4.2.3. ТЕМ анализ на култивирана при стресови условия лизирана и 

филтрирана кръв от здрави доброволци. 

Чрез изследванията на фината структура на лизираната и филтрирана кръв, 

култивирана при стресови условия, чрез ТЕМ бяха разграничени два типа зрели 

„майчини“ клетки. Първият тип бяха електронно плътни големи „майчини“ клетки, които 

се визуализират, като непрозрачни, тъмни структури (фиг. 8 D, E) и вторият - електронно-

прозрачни „майчини“ клетки, ограничени от мембрана (фиг. 9 A–D). Първичната 

структура е елементарно “мъхесто” телце с размер 180 – 200 nm (фиг. 10 A, B). Серията от 
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наблюдения показаха, че електронно-плътната „майчина“ клетка нараства и пролиферира 

чрез пъпкуване или екструзия на прогениторни (потомствени) клетки свързани във 

верижки (фиг. 8 F). Фигура 8 C показва рядко наблюдавана екструзия на елементарно тяло 

чрез вдлъбнатина на мембраната. 

Фиг. 8. ТЕМ на елементарни тела и електронно-плътни тела. (А) Мъхесто елементарно 

тяло. (В) Елементарно тяло с размер 180 – 200 nm. (С) Екструзия на елементарно тяло.   

(D, E) Големи електронно-плътни тела, наречени още "майчини" клетки.                           

(F) Пролиферация на електронно-плътни телца подредени във верижки. 

 

Друга серия от наблюдения показа, как "майчината" клетка нараства и се разпада на 

елементарни клетки (фиг. 9 Е). Елементарните клетки се намножават, уголемяват се до 

достигане размерите на големите „майчини” структури (>2 µm) и завършват цикъла си на 

пролиферация, като освобождават множество нови елементарни клетки, видими като 

малки гранули след спукването на "майчината" клетка (фиг. 9 F). 

 От повърхността на мембраната на електронно-прозрачните "майчини клетки" бяха 

наблюдавани пъпкувания, от които се отделят прогениторните клетки (фиг. 9 D). Преди 

това прогениторните клетки изглежда се прикрепят към вътрешната страна на мембраната 

на клетката "майка" (фиг. 9 А). След като потомствените клетки преминат мембраната 

чрез пъпкуване и се освободят в околната среда, която вероятно представлява течен зол, 

настъпва по-нататъчен растеж и повтаряне на цикъла на пролиферация. 
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Фиг. 9. Електронно-прозрачни и електронно-плътни “майчини” тела. (A–D) 

Електронно-прозрачни тела. (B) Разпадане на електронно-прозрачно тяло. (C, D) 

Елементарните тела, растящи в "майчината клетка", могат да я напуснат през различни 

участъци на клетъчната повърхност. (E) Електронно плътно тяло във фаза на растеж. 

Цитозолът е пълен с потомствени клетки. (F) Разпадане на електронно-плътно тяло и 

освобождаване на множество елементарни телца. 

 Наблюденията на ултраструктурата на култивирана кръв от друг доброволец, 

показаха специфични характеристики. По-голямата част от наблюдаваните "майчини" 

клетки бяха електронно-прозрачни. По време на съзряването "майчината" клетка се 

превръща в репродуктивен сак. Растящите "майчини" клетки са пълни с прогениторни 

клетки (фиг. 10). Наблюдавани бяха два вида "майчини" клетки: а) "майчини" клетки, 

ограничени само от мембрана (фиг. 10 A) и б) “майчини” клетки с мембрана, покрита с 

дебел извънклетъчен матрикс (фиг. 10 В, С). Възможно е този матрикс да е от 

пептидогликан и наподобява стената на грам-положителните бактерии.  
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Фиг. 10 Електронограми на лизирана и култивирана кръв. (А) Зряла клетка >2μm, 

запълнена с елементарни телца - жълта стрелка. (В) Растеж на прогениторни клетки в 

друга прогениторна клетка, която расте в "майчината" клетка. (С) Образуване на дебел 

капсулен материал от външната страна на мембраната или прикрепени елементарни 

клетки (жълти стрелки). (D) Микробоподобни структури ограничени от мембрана – 

червена стрелка. 

 

Друга заслужаваща внимание структура наблюдавана в култивираната кръв бе  

пролиферация на "клетка в клетката". Това е нарастваща прозрачна прогениторна 

(потомствена) клетка, ограничена от мембрана, разположена в клетката "майка" (фиг. 10 

В). Интересното е, че вътрешната потомствена клетка също е запълнена от прогениторни 

клетки прилепнали към вътрешната страна на мембраната. Този особено рядък случай на 

пролиферация на кръвни микробиоти съчетава растежа на потомствени клетки в 

потомствена клетка, която расте в клетката "майка". Всички структури узряват и се 

размножават като едно цяло. Доколкото ни е известно това е пример за нов, подобен на 
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матрьошка механизъм на микробна пролиферация, който не е  описван за кръвната 

микрофлора до момента. 

 

4.3. ТЕМ анализ на цяла култивирана кръв от пациенти със саркоидоза. 

 

По нататък изследванията бяха насочени към изучаване на морфологията на 

кръвните микробиоти при пациенти със саркоидоза (С-11 и С-12) в цяла нелизирана кръв.  

4.3.1. Резултати от експеримент 1  

Кръв от пациент със саркоидоза беше инкубирана при 43
о
С в среда BHI + вит К (1 

mg/ml) за 30 мин, 1ч, 3ч и 4ч, а за сравнение бе използвана некултивирана кръв от същия 

пациент. Целта беше да се проследи индуцирането на кръвни микробиоти в първите 

часове от поставяне на цяла, нелизирана кръв при стресови условия на култивиране. 

В препаратa приготвен от цяла, некултивирана кръв не бяха открити структури 

наподобяващи кръвни микробиоти. 

В препаратите приготвени от култивирана 30 и 60 минути цяла кръв бяха 

наблюдавани единични или групирани по няколко елементарни електронно-плътни 

мъхести телца с размери около 200 nm (фиг. 11 А). Броят на елементарните телца 

нарастваше пропорционално с увеличение на времето на култивиране (фиг. 11 В). Също 

наблюдавахме “майчини” електронно-полупропускливи клетки с пръчковидна форма 

(фиг. 12 А, В, С)  с дължина около 4-5 µm и ширина 0,5-1 µm. Във вътрешността им се 

забелязват малки елементарни телца с големина 100-150 nm. По повърхността на 

мембраната има издутини - вероятно области на екструзия на елементарните тела. В 

препарата от 4-ия час на култивиране бяха открити майчини електронно-прозрачни клетки 

с неправилна форма и размер 4-5 µm, с разположени по вътрешната повърхност на 

мембраната елементарни тела (фиг. 12 D). 
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фиг. 11. Електронограма показваща елементарни “мъхести” телца в кръв култивирана 30 

мин (А) и 4 часа (В)  при 43
о
С в среда BHI + вит К 

Фиг. 12. ТЕМ изображениe на кръв култивирана 30 мин - панел А и В и 4 часа- панел С и 

D.  Панел A и В - “майчина” пръчковидна електронно-полупропусклива структура, 

изпълнена с малки (100 nm) сфероидални елементарни телца. На панел В със сини стрелки 

са означени местата на екструдиране на елементарни телца през мембраната на 

“майчината” клетка. Панел С “майчина” пръчковидна електронно-полупропусклива 

структура с видими елементарни телца. Панел D електронно-прозрачна “майчина” клетка 

с разположени от вътрешната страна на мембраната и елементарни тела. Увеличения: А- 

4000х; В -12000х; С и D-5000х. 
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4.3.2. Резултати от експеримент 2 

 200 µl венозна кръв от пациент С-12 беше култивирана в 1400 µl хранителна среда 

BHI с добавен витамин К за 24 ч при 43 
о
С.  Както беше очаквано, наблюдавахаме по-

голям брой мъхести електронно-плътни телца, разпръснати из целия препарат и няколко 

“майчини” клетки. На фигура 13 е представена снимка направена с ТЕМ на голяма 

“майчина” клетка, която се е разпукала, а голям брой прогениторни елементарни телца са 

разположени в непосредствена близост до нея. Майчината клетка е свързана с тънък 

“мост” (фибриларна структура) с по-дребна също разкъсана майчина структура. 

Фиг. 13. Панел А - Голяма ”майчина” клетка с разпукана на няколко места мембрана, с 

електронно-плътни и електронно-прозрачни зони на цитоплазмата, вероятно формирани 

след напускане на голям брой прогениторни елементарни телца видими в ляво от нея. 

Голямата клетка е свързана чрез нишковидна структура с по-малка майчина клетка, която 

е в по-напреднал стадии на разпад. Панел В - по-голямо увеличение. Видима е интактна 

зона от клетъчната мембрана - синя къса стрелка, както и напълно липсващи мембранни 

фрагменти. С оранжева стрелка е означено елементарно телце напускащо майчината 

клетка в участък, където мембраната липсва.  Голямата клетка изглежда септирана във 

вътрешността си.    

Забелязани бяха и различни по форма и големина електронно-плътни (фиг. 14 А-D) и 

електронно-пропускливи структури (фиг. 14 F), свързани помежду си от фибрилна 

структура с диаметър едва няколко десетки нанометра и дължина варираща от 1µm до 

2,5µm (фиг. 14, фиг. 15). 

При преглед в научната литература за подобни фибрилни структури свързващи 

отделни клетки се оказа, че такива са описани при еукариоти (Rustom,2004; Davis,2008; 

Lou, 2012; Ma, 2015), бактерии (Dubey, 2011; Ducret, 2013 Pande, 2015) и археи (Soler,  

2008). Те служат за комуникация и пренос на клетъчно съдържимо. 
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 По морфология и размери наблюдаваните на фиг. 14 и фиг. 15 структури, отговарят 

на междуклетъчните нанотръбички свързващи бактериални клетки. 

 

 

Фиг. 14. Потенциални кръвни микробиоти свързани помежду си с междуклетъчни 

нанотръбички. 
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Фиг. 15. Трансмисионна електронна микроскопия:  препарат от кръв на пациент със 

саркоидоза (C-12), култивирана 24 часа при 43
о
С в среда BHI с добавен витамин К. 

Наблюдават се две големи “майчини” клетки с големина около 2 микрометра изпълнени с 

дребни плътни телца, вероятно прогениторни клетки. Те са свързани помежду си от дълга 

около 2 µm нишковидна структура, около 100 nm в диаметър (панел С). Обвивките им са 

нарушени и част от цитоплазмата, и групичка от елементарни телца с големина 200 nm 

(панел D)  са освободени навън. 

 

4.4. Дискусия  

Криптични бактерии са изолирани или индиректно потвърдени при пациенти с 

хронични или латентни инфекции, включително нефрит (Ponig, 1972), ревматична треска 

(Carapetis, 2016), идиопатична хематурия (Domingue, 1993), болест на Crohn (Rathnaiah, 

2017), микобактериални инфекции и много други (Domingue, 1997). Благодарение на 

секвенирането от следващо поколение и ултрамикроскопските изследвания е 

идентифициран автентичен кръвен микробиом при няколко незаразни заболявания 

(Potgieter, 2015) и кръвен микробиом при здрави индивиди (Paisse, 2016; Panaiotov, 2018; 

Castillo, 2019). 
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Доскоро експертите в областта на биологията и медицината смятаха, че кръвта е 

имунологично добре контролирана и стерилна среда и че проникването на микроби в 

кръвта ще доведе до преходна инфекция или развитие на инфекциозно заболяване. Това 

схващане се промени през последните 50 години благодарение на проучвания отчитащи 

наличието на кръвна микробиота и циркулиращи микробни метаболити в кръвта на хора и 

животни (Mandal, 2016; Vientos-Plotts, 2017; Castillo, 2019 ; Goraya, 2022). Въпреки че 

кръвният микробиом все още е енигма, непрекъснато се натрупват доказателства за 

съществуването на кръвна микробиота при здрави индивиди. В експеримента с 

мононуклеарни клетки изолирани от периферна кръв от здрави индивиди не можем да 

свържем наблюдаваните микробни форми с инвазия на гостоприемника (сепсис) или 

патология. Ние считаме, че тези микробни структури естествено персистират в кръвта на 

гостоприемника си, някои вероятно от момента на неговото раждане и дори ембрионално 

развитие. Освен това считаме, че кръвта на здравите индивиди има своя собствена, 

резидентна микробиота. 

Преките и косвени доказателства за съществуването на вируси, бактерии и гъбички 

присъстващи като нормална микрофлора в кръвта на здрави индивиди, хвърлиха светлина 

за влиянието и върху имунния надзор на гостоприемника и на потенциалната и роля при 

хронични системни възпалителни заболявания (Potgieter, 2015; Cebriá-Mendoza, 2021). 

Модели описващи механизмите за бактериална транслокация от стомашно-чревния тракт 

към екстраинтестинални локации, като междуклетъчното интерстициално пространство 

(„междуклетъчно тъканно пространство“) на тялото и кръвния поток дават обяснение за: 

(а) нарушаване на екологичното стомашно-чревно равновесие позволяващо свръхрастеж 

на определени чревни бактерии, (б) повишена пропускливост на бариерата на чревната 

лигавица и (c) недостатъци в имунната система на гостоприемника (Schatten, 1955; Berg, 

1999). По аналогия с микробиотата на стомашно-чревния тракт, която живее в симбиоза с 

гостоприемника, така и част от преминалата в кръвта чревна микробиота може да 

съществува в добре контролирана и балансирана симбиоза с гостоприемника си. 

Съвместното симбиотично съществуване би било възможно при намалена микробна 

антигенност, като основната полза за гостоприемника вероятно е узряването, 

модулирането и поддържането на имунната му система. Това може да се сравни с 

ваксинация с жива ваксина, например BCG (Halling-Brown, 2008). Основните механизми 
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на този строг контрол все още не са известни. Предполагаме, че микробната транслокация 

е естествено събитие, което не задължително е свързано с патология в гостоприемника. В 

този смисъл не е необходимо да има увреждане на чревната епителна бариера за микробна 

транслокация. Възможно е чревната пропускливост за микробни транслокации да 

представлява необходим естествен процес, чрез който вътрешните органи и системи да 

комуникират с външния микробен свят. Кръвната микробиота е в естествена симбиоза с 

гостоприемника, подобна на симбиозата между резидентната микрофлора и кожата, 

лигавиците, червата и т.н., като по този начин микроорганизмите съжителстват с 

човешките клетки, без да причиняват класическа патология. 

През 2016 Paisse et al. демонстрира, че в кръвта на здрави лица съществува 

разнообразен микробиом. По-голямата част от бактериалната ДНК в кръвта е открита в 

лимфоцитната кръвната фракция  (93,74%), а еритроцитите съдържат повече бактериална 

ДНК (6,23%) от  кръвната плазма (0,03%) (Paisse, 2016). Някои проучвания съобщават за 

връзки между кръвната микрофлора и хронични заболявания (Domingue, 1997; Potgieter, 

2015; Visser, 2019; Hammad et al., 2020). Сегашното мнение за произхода на кръвната 

микрофлора е свързано с микробна транслокация, събитие известно още като атопобиоза 

през червата (Gautreaux, 1994; Berg, 1999), устната кухина (Koren, 2011; Amar, 2015; 

Seringec, 2015; Emery, 2021) или кожата (Visser, 2019). Докладвани са патологии, свързани 

с микробни транслокации в мезентериални лимфни възли (Gautreaux, 1994), черен дроб 

(Pinzone, 2012), далак или урогенитална система (Domingue, 1993). Значителен брой 

проучвания визуализират микробни структури без клетъчна стена или L-форми, при болни 

лица (Fernandes, 1977; Errington, 2016). Скорошни проучвания показват, че вътрешните 

органи и тъкани на здрави и болни индивиди притежават свой микробиом (Salihoglu, 

2021). Докладвани са асоциации на тъканна микробна дисбиоза с ракови, 

невродегенеративни и възпалителни заболявания (Pisa, 2015; Nejman, 2020; Poore, 2020). 

Установено е, че тъканта на рака на гърдата има специфичен микробен профил (Meng, 

2018), а при някои мозъчни нарушения като болестта на Хънтингтън и болестта на 

Алцхаймер, микробната колонизация на мозъчната тъкан е рисков фактор (Alonso, 2019).  

Нашите резултати потвърдиха наличието на естествен кръвен микробиом при 

клинично здрави индивиди. Той се състои от микробни структури, демонстриращи 
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специфични характеристики на пролиферация и жизнен цикъл. Ние наблюдавахме и 

документирахме  различни механизми на пролиферация на кръвната микробиота. 

В мононуклеарни клетки от периферна кръв, изолирани от прясно взета кръв, 

наблюдавахме микробни сфероидални клетки с клетъчна стена съставена от вътрешна и 

външна мембрана. Вероятно различните видове кръвни микробиоти притежават няколко 

механизма на пролиферация. Растежът на потомствените клетки вътре в "майчината" 

клетка и екструзията на потомствената клетка от "майчиното" тяло е преобладаващият 

начин на пролиферация на микробиотите. Наблюдавано бе също и пъпкуване (фиг. 4 F). 

Механизмът на пролиферация чрез екструзия на потомствени клетки във верижки бе 

наблюдаван при всички приложени микроскопски техники за анализ. Може да се заключи, 

че резидентните микробни видове в кръвта, съществуват като няколко морфологични 

форми. Плеоморфизмът на кръвните микробиоти е наблюдаван и от други автори 

(McLaughlin RW, 2002).  

В култивираните лизирани и филтрирани кръвни проби бе наблюдавана микрофлора, 

ограничена само от мембрана, наподобяваща бактериалните L-форми. В част от клетките, 

клетъчната мембрана беше покрита с дебел извънклетъчен матрикс (фиг. 10 С), а в други 

не (фиг. 10 А). Жизненият цикъл на култивираната кръвна микробиота преминава през 

няколко етапа. Първо, сфероидалните микробни L-форми дават начало на потомство, 

което се развива в цитоплазмата на растящата вегетативна "майчина" клетка.  По време на 

съзряването "майчината" клетка се превръща в репродуктивен сак. Наблюдавахме два 

вида "майчини" клетки - електронно-плътни (фиг. 8 D и фиг. 9 E) и електронно-прозрачни 

(фиг. 9 C). Потомствените (прогениторни) клетки могат да преминат през различни 

участъци на клетъчната мембрана на "майката" чрез протрузиии (фиг. 9 D). Друга 

възможност е прогениторните клетки да увеличат броя си многократно и да разрушат 

клетъчната мембрана на майчиното тяло (Фигура 9 B, F). Заключихме, че "майчиното” 

плътно тяло е изпълнено от потомствени клетки, които растат в клетъчния цитозол, след 

което напускат чрез екструзии или като разрушат мембраната на “майчиното” тяло. 

Изглежда, че има преходно състояние между електронно-прозрачните и електронно-

плътните тела. Вероятно различните видове кръвни микробиоти се характеризират със 

специфична форма на развитие, образувайки електронно-прозрачни или електронно-

плътни тела. Наблюдавахме и електроннo-полупропускливи майчини клетки, които 
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натрупват потомствени телца в цитоплазмата си, които се освобождават  след “пръсване” 

на мембраната (фиг. 9 E, F). Подобни електронно-плътни тела и цитоплазмени частици, 

които наподобяват наблюдаваните от нас структури, са описани при пациенти с хронични 

инфекции и при здрави лица (Domingue, 1995; Domingue, 1995;  Markova, 2017; Markova, 

2020).  

За разлика от класическите бактерии, при L-формите са описани много различни, 

нетипични форми на репродукция. Сред тях са неравномерно бинарно делене, пъпкуване, 

тубулация, везикулация, протрузии и екструзии на елементарни тела и гранули от големи  

тела, множествено делене с вътреклетъчна фрагментация на цитоплазма или комбинации 

от изброените (Prozorovskiï, 1981; Errington, 2017). Част от тези репродуктивни модели 

бяха наблюдавани от нас за кръвните микробиоти. 

В култивираната лизирана кръв наблюдавахме, че част от кръвните микробиоти 

притежаваха дебела клетъчна обвивка. (фиг. 10 C, D). Възможно е на това да се дължи 

фактът, че ни отне много време и опити, за разработване на надежден метод за екстракция 

на ДНК от кръвната микрофлора в култивирана и некултивирана кръв. Предполагаме, че 

дебелата извънклетъчна обвивка вероятно предпазва клетките от стрес и е ключова за 

механизмите на оцеляване, като латентност и агрегация, водещи до имунна неутралност, 

т.е. до липса на клетъчна и хуморална имунна реакция от страна на макроорганизма. 

    

Съществуват някои сходства, но и различия между култивираната цяла кръв на 

пациентите със саркоидоза и лизираната и култивирана кръв от здрави доброволци. Това 

вероятно се дължи на спецификата на заболяването и малкия брой изследвани саркоидни 

материали. В първите минути (30-60 мин) от култивирането на нелизирана саркоидна 

кръв, рядко бяха наблюдавани елементарни мъхести телца (фиг. 11 А). С увеличаване на 

времето на култивиране, нарастваше и броят им (фиг. 11 В). Бяха наблюдавани 

електронно-полупропускливи структури с удължена (пръчковидна) форма (фиг. 12 А, В, 

С),  с дължина около 4-5 µm и ширина 0,5-1µm. Първоначално сметнахме структурите за 

еритроцити, но червените кръвни клетки са по-едри, с диаметър 7,5-8,7µm и височина 1,7-

2,2 µm (Diez-Silva, 2010). В препарата еритроцитите изглеждаха електронно-плътни за 

разлика от наблюдаваните структури. Във вътрешността им се забелязват малки 

електронно-плътни  телца с големина 100-150 nm. Възможно е тези телца да са 
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разположени отгоре,  върху удължената структура, а не вътре в нея, но това е трудно за 

интерпретация без сравнение със СЕМ. До плътните телца има видими 3 по-светли овални 

структури с приблизително същата големина. Възможно е това да са местата от които са 

отделени сферичните електронно-плътни телца. По повърхността на обвивката на 

голямата полупропусклива структура се забелязват издутини - вероятно области на 

екструзия. Всички тези наблюдения, ни карат да мислим, че  вероятно наблюдаваните 

структури са големи електронно-полупропускливи “майчини” клетки с пръчковидна 

структура, които отделят елементарни прогениторни телца. 

IВ препарата приготвен от култивирана 24 ч, при стресови условия нелизирана кръв 

от пациент със саркоидоза (С-12), чрез ТЕМ бяха наблюдавани структури, каквито не бяха 

открити при предходните експерименти. Особен интерес за нас представляват показаните 

на фиг. 15 и фиг. 13 обекти. На фиг. 13 е показана голяма ”майчина” клетка, с разпукана 

на няколко места мембрана, с електронно-плътни и електронно-прозрачни зони на 

цитоплазмата, вероятно формирани след напускане на голям брой прогениторни 

елементарни телца, видими в ляво от нея. Голямата клетка е свързана чрез нишковидна 

структура с по-малка майчина клетка, която е в по-напреднал стадии на разпад. На фиг. 15 

са показани две големи “майчини” клетки с големина около 2 микрометра изпълнени с 

дребни плътни телца, вероятно прогениторни клетки. Те са свързани помежду си от дълга 

около 2 µm нишковидна структура, около 100 nm в диаметър. Обвивките им са нарушени 

и част от цитоплазмата, и групичка от елементарни телца с големина 200 nm са 

освободени навън. За съжаление при този експеримент не беше проведено паралелно 

изследване със СЕМ, което да потвърди тълкуването на посочените електронограми. При 

сравнение на наблюдаваните от нас структури с публикувани от други автори ТЕМ и СЕМ 

изображения на бактериални L-форми, бяха направени следните изводи: 

Възможно е наблюдаваната на фигура 15 структура, състояща се от две свързани 

чрез тънък “мост” сферични тела, изпълнени с множество електронно плътни телца,  да е 

подобна на описаните от доц. Димова и съавтори микобактериални L-форми, изолирани от 

плацента и кръв на ваксинирани в детска възраст с БЦЖ ваксина - жени (фиг. 16 С) 

(Dimova, 2023). 
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На фиг. 13 процесът по освобождаване на елементарни плътни телца е в по-

напреднал стадии, като майчината структура става електронно-пропусклива, т.е. празна и 

деформирана. Подобни аналогични структури се наблюдават на фиг. 16 D, E. 

 

Фиг. 16. Представени са различни по размери и морфология микобактериални L-

форми изолирани от човешка плацента от 6-11 г.с., визуализирани чрез СЕМ. Сред 

представените L-формени бактерии има големи “майчини” клетки с овална и 

продълговата форма, както и множество малки кръгли елементарни телца. Последните са 

както самостоятелно разположени фиг. 16 (А), така и намиращи се във вътрешността на 

големите майчини клетки фиг. 16 (С), (D), (Е). (Dimova, 2023) 

 

Наблюдаваните в множество зрителни полета тънки, нишковидни структури, 

свързващи две или повече тела се оказаха нова загадка. Те бяха наблюдавани само в 

култивираната за 24 часа кръв (нелизирана) от пациент С-12. Нанотръбички са описани за 

първи път в еукариотите, като са наречени тунелни нанотръбички (tunneling nanotubes, 

TNTs). Те могат да свързват клетки на големи разстояния и да прехвърлят везикули, 

мембранни протеини, клетъчни компоненти (включително митохондрии), приони, РНКи и 

вируси от клетка в клетка (Rustom, 2004; Davis, 2008; Lou, 2012). Диаметърът им варира от 

50 до 700 nm и са по-големи от архейните и бактериалните нанотръбички. Изградени са  

от актинови филаменти, на което се дължи здравната им, а някои притежават и туболин 

(Bénard, 2015). 

Друг вид нанофиламентни структури у еукариоти са наблюдавани в мигриращи 

човешки клетки от различни тъкани. По време на миграция, клетката оставя ретракционни 
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влакна зад себе си, които завършват с  везикули с диаметри до 3 μm. Тези везикули растат 

на върховете или в пресечните точки на ретракционните влакна и съдържат множество по-

малки везикули с диаметър около 50-100 nm. Комплексът от ретракционното влакно и 

везикулите изпълнени с везикули е наречен мигразома, а преносът на молекули чрез тях - 

миграцитоза (Ma, 2015).  

При прокариоти фибрилни структури свързващи близкоразположени бактериални 

клетки са описани и детайлно изучени от израелските учени Dubey and Ben-Yehuda през 

2011. Те ги наричат междуклетъчни нанотръбички. Служат за трансфер на 

цитоплазмени молекули - протеини, транскрипти, дори неконюгативни плазмиди. 

Междуклетъчните нанотръбички могат да свързват бактерии от различни щамове на един 

вид, но формирането им е наблюдавано и между различни видове бактерии, дори между 

Грам положителни (B. subtilis) и Грам отрицателни (E. coli) бактерии (Dubey; 2011). 

 

5. Имунохистохимия за детекция на C. acnes в саркоидни грануломи   

 

За проверка за наличие на C. acnes в саркоидни грануломи беше приложена ИХХ с 

антитялото РАВ, специфично за липотейхоевите киселини от мембраната на бактерията.   

Изследвани бяха оперативно отстранени лимфни възли от две лица, суспектни за 

развитие на злокачествен процес (ЛВ1, ЛВ2). След резекцията, лимфните възли бяха 

фиксирани с формалин и включени в парафин. При патохистологичното микроскопско 

изследване в тях бяха открити множество неказеифициращи епителоидоклетъчни 

грануломи, типични за саркоидоза. ЛВ1 бе със заличена морфология, за сметка на 

множество саркоидни грануломи. Образецът ЛВ2, резектиран чрез Видео-асистирана 

торакална хирургия (ВАТС)  включваше два броя лимфни възли със заличена структура за  

сметка на множество епителоидноклетъчни неказеифициращи грануломи и прилежащ 

белодробен паренхим с наличие на същите грануломи. 

За положителна контрола, беше използван ретроспективен (включен в парафин) 

материал от човешка кожа от глабела, богат на пилосебацейни структури (фиг. 17). Като 

резидентен представител на човешката кожа, C. acnes колонизира главно себацейните 

жлези и космените фоликули на кожата на лицето и гърба (Rozas,  2021). 

C. acnes беше открит в контролния материал от кожа (фиг. 17) и в двата изследвани 

саркоидни образци. РАВ-реактивни структури бяха наблюдавани както вътре в 
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саркоидните грануломи (фиг. 20; фиг. 22; фиг. 23; фиг. 24), така и извън тях (фиг. 19), а 

също и в белодробния паренхим на ЛВ2 (фиг. 18). С антитялото РАВ реагираха, както 

дребни зърнисти структури (фиг. 21А,), така и по-едри, овални и плътни телца (фиг. 21В). 

Сравнявайки резултатите от ръчно изработената ИХХ с тези от проведената с 

автоматизирана система Leica-Bond Max се оказа, че и с двата метода се откриват РАВ- 

реактивни структури отговарящи на C. acnеs. Въпреки това с автоматизираната система 

бяха наблюдавани по-голям брой малки сферични (зърнисти) обекти специфично 

свързани с моноклоналното антитяло РАВ. Също така със система Leica фоновата 

неспецифична реакция беше значително по-слаба, с което беше постигнат по-добър 

контраст между човешките оцветени с еозин ядра и кафяво оцветените структури 

отговарящи на липотейхоевите киселини в мембраната на C. acnes. 
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Фиг. 17  Препарат от човешка кожа в който присъствието на Cutibacterium acnes е 

визуализирано чрез ИХХ с антитялото РАВ - кафяво оцветяване. Със синьо са оцветени 

ядрата на клетките изграждащи кожата. A) и В) Множество C. acnes локализирани в 

космени фоликули - черни стрелки. C) C. acnes маркирани с антитяло PAB в дермата и в 

D) базалния слой на епидермиса. ИХХ с автоматизирана система Leica-Bond Max. А) и В) 

- увеличение 100х, С) и D) - 1000х с имерсия. 
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   Фиг. 18. ЛВ2 - Множество структури свързали PAB антитялото в белодробния паренхим 

на ЛВ2. ИХХ с автоматизирана система Leica-Bond Max. А) Увеличение 200х, В)100х 

 
Фиг. 19. ЛВ1. РАВ-позитивни структури разположени извън саркоидните грануломи в 

ЛВ1. А) РАВ-реактивните структури (посочени с черни стрелки) се визуализират в област 

богата на лимфоцити, която  обгражда саркоидните грануломи. В) Същото зрително поле 

при по-голямо увеличение. Разграничават се две големи овални и плътни структури и по-

дребни, с неопределена морфология, разположени между тях. ИХХ с автоматизирана 

система Leica-Bond Max. А) Увеличение 100х, В) 1000х с имерсия. 
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Фиг. 20. ЛВ1. А) РАВ-реактивни структури (черни стрелки) разположени във 

вътрешността на саркоиден  гранулом. В) Същото зрително поле при по-голямо 

увеличение. Наблюдават се големи и малки РАВ-позитивни структури. ИХХ с антитяло 

РАВ - автоматизирана система Leica-Bond Max. Увеличения: А-200х, В-1000х с имерсия. 

 

Фиг. 21 А) ЛВ2 - множество дребни, зърнисти РАВ-реактивни структури; В) ЛВ1 

три големи, овални РАВ-реактивни структури. ИХХ с автоматизирана система Leica-Bond 

Max. Увеличение: 1000х с имерсия. 
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Фиг. 22. ЛВ1. РАВ-позитивни структури в центъра на гранулома и извън него (черни 

стрелки). ИХХ с автоматизирана система Leica-Bond Max. Увеличение: 200х 

 

Фиг. 23. Снимки на ЛВ1. А) Зрително поле с множество саркоидни грануломи. В 

централно разположен гранулом, в гигантска многоядрена клетка тип Лангханс, се вижда 

голяма структура, реагирала с моноклоналното антитяло РАВ. В) Същата структура, при 

по-голямо увеличение. Ръчна ИХХ. А - Увеличение 100х, В - увеличение 1000х с имерсия. 
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Фиг. 24. Снимка на ЛВ1. А) Нормалната морфология на лимфния възел е нарушена за 

сметка на множество саркоидни грануломи. Може да бъде разграничен голям кръвоносен 

съд в горния ляв ъгъл. В периферията на гранулома намиращ се под него се открива 

структура реагирала с антитялото РАВ (черна стрелка). B) По-голямо увеличение на 

същото зрително поле. С) Увеличение 1000х показва струпани дребни, сферични телца 

реагирали с РАВ-антитялото.  Ръчна ИХХ - ЛВ1. А 100х, В 200х, С 1000х с имерсия. 

 

5.1. Дискусия  

При формиране на грануломите, антигенът причинител присъства или е присъствал 

в гранулома (Sell, 1987). До момента C. acnes е единствения микроорганизъм, чието 

присъствие в саркоидните грануломи е доказвано многократно чрез имунохистохимия. 

Локализацията на бактерията във вътрешността на грануломите е доказана в различни 

органи засегнати от саркоидоза - бели дробове (Isshiki, 2019; Suzuki, 2016), лимфни възли 

(Kinoshita, 2020), сърце (Asakawa, 2017), очи (Goto, 2017; Nagata, 2017) и нервна система 

(Yang, 2018; Akimoto, 2017). За целта е използвано специфичното за C. acnes 

моноклонално антитяло РАВ, което реагира с липотейхоеви киселини, които са част от 

клетъчната мембрана на бактерията. ИХХ е проведена с тъканни проби, фиксирани с 

формалин и включени в парафин.  

Negi и колектив (Negi, 2012) разграничават два вида структури, които свързват РАВ 

антитялото в саркоидните грануломи. Това са малки кръгли телца (SRB) и големи 

удължени телца на Хамазаки-Весенберг (H-W), които в последствие са определени, като 
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инфекциозната (SRB) и латентната (H-W) форма на С. acnes (Eishi, 2013). Такива 

структури бяха наблюдавани в изследваните от нас образци ЛВ1 и ЛВ2, както в самите 

грануломи, така и извън тях. Откриването на C. acnes извън саркоидните грануломи само 

по себе си не е доказателство за връзка между бактерията и етиологията на саркоидозата. 

Причината за това е, че C. acnes е  най-честият коменсал в периферната белодробна тъкан 

и медиастиналните лимфни възли на лица без саркоидоза (Ishige, 2005). При 

имунохистохимични изследвания с антитялото РАВ ползващи като модел на изследване 

други грануломатозни заболявания - туберкулоза, свръхчувствителен пневмонит, 

грануломатоза с полиангиит (на Вегенер),  не се откриват следи от C. acnes в грануломите. 

Такива обаче се локализират в интерстициални и алвеоларни макрофаги извън 

грануломите (Isshiki, 2021). Тези констатации подкрепят хипотезата, че е възможно 

саркоидните грануломи да се причиняват от коменсалния за белите дробове и лимфни 

възли C. acnes у хора проявяващи Th1 свръхчувствителност към бактерията. 

Проучване проведено от Suzuki и колектив показва, че в синусните макрофаги в 

лимфни възли на болни от саркоидоза, малките кръгли телца (инфекциозната форма на C. 

acnes) формират неразтворими имунни комплекси с IgA и IgM (Suzuki, 2018)  

Грануломатозната реакция представлява клетъчен отговор към продължително дразнене 

от неразтворима/неразградима субстанция (Sell, 1987). Това е възможно да бъде стимул за 

развитие на грануломатозен проес.  

Формираните неразтворими имунни комплекси между C. acnes и имуноглобулините 

намаляват афинитета на свързване с PAB антитялото. Свързването на антигена е ключова 

стъпка за визуализация на бактерията чрез ИХХ. При нагряване на 97
о
С за 40 мин, в 

цитратен буфер в микровълнова фурна за медицински цели, се получават най-добри 

резултати за антигенно възстановяване (Isshiki, 2021). В проведената от нас мануална 

ИХХ нямахме достъп до микровълнова фурна за медицински цели и антигенното 

възстановяване беше извършено чрез термо блок, спазвайки останалите условия. 

Възможно е това да е причината, поради която чрез автоматизираната ИХХ получихме по-

добро свързване с  РАВ антитялото, отколкото с ръчния метод. За разлика от малките 

кръгли телца реагирали с РАВ антитялото, големите овални телца (H-W) не формират 

такива неразтворими комплекси с имуноглобулини. Negi и колектив изказват 

предположението, че телцата на H-W са латентната форма на C. acnes. Те са без клетъчна 
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стена и се локализират в макрофагите. Тези твърдения се подкрепят от 

ултрамикроскопски (ТЕМ) наблюдения. Телцата на H-W имат морфология на удължени 

бактерии без клетъчна стена, свързващи РАВ антитялото в периферията си. От тях често 

се наблюдава пъпкуване на малки кръгли телца, което е нетипично делене, характерно за 

L-формените бактерии. Тези заключения добре корелират с наблюдаваните от нас с ТЕМ 

и СЕМ протрузии на повърхността на кръвните микробиоти. 

Проведената ИХХ с РАВ антитялото беше пилотно изследване целящо да се провери 

активността на антитялото, да се подбере метод (ръчна/автоматизирана ИХХ) даващ 

оптимални резултати и не на последно място да се провери откриват ли се следи от C. 

acnes вътре в саркоидните грануломи. След като беше установено, че антитялото “работи” 

и по-добри резултати бяха получени чрез ИХХ с автоматизираната систма Leica, следваща 

стъпка ще бъде всички включени в дисертацията потвърдени случаи на саркоидоза (n=15) 

да бъдат изследвани за наличие на C. acnes, използвайки ретроспективните им тъканни 

препарати. 

До момента публикуваните изследвания базирани на ИХХ с антитялото РАВ са 

проведени основно с японски (Negi, 2012; Isshiki, 2021) и с по-малко на брой немски (Negi, 

2012) и холандски (Beijer, 2021) пациенти със саркоидоза. В японската и германската 

група процентът на положителните за C. acnes саркоидни грануломи е по-висок от този в 

холандската група пациенти. Изследването на българска група от пациенти ще внесе 

допълнителна светлина за изясняване до каква степен C. acnes има отношение към 

саркоидната етиология в географски, расов и етнически план. 

 

        6. Резултати от приложените молекулярни методи 

6.1. Таргетно 16S и 18S метагеномно секвениране на кръвни и биопсични проби 

на пациенти с доказана саркоидоза. 

Изследвани бяха венозна кръв и биопсичен материал от 3 пациента с доказана 

саркоидоза и само кръв от един пациент със саркоидоза. ДНК беше успешно изолирана от 

всяка проба (4 кръв, 3 биопсии). Средният брой секвенции (риидове) от проведеното 16S 

рДНК секвениране за идентифициране на бактериалното разнообразие беше 37 784 

секвенции ± 5 387, а за идентифициране на гъбичното разнообразие чрез 18S рДНК 

секвениране - 302 833 секвенции ± 65 502. Общо бяха идентифицирани 26 бактериални 
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типа и 11 типа гъбички (Фиг. 25 А, В). Домиращи при бактериите бяха представители на 

тип Proteobacteria, следвани от Firmicutes и Bacterioidetes (фиг. 25 А), като сред биопсиите 

вторият най-разпространен тип бе Bacteroidetes, докато в кръвта на второ място бяха 

бактериите от тип Firmicutes.  При гъбичките домниращи бяха представителите на типове 

Ascomycota Basidiomycota и Mucoromycota (Фиг 25 В). 

 

Фиг. 25. Стълбчеста диаграма показваща относителното микробно изобилие (relative 

abundance) в биопсичните и кръвни проби. А – бактериален микробиом на ниво “тип” 

(phylum); В – гъбичен микробиом на ниво “тип” (phylum). Bp1-Bp3 – биопсии; В1-В4 – 

кръвни проби. C – криви на разреденост/рядкост (rarefaction curves), показващи 

бактериалното богатство и разнообразие сред биопсичните и кръвни проби. D – криви на 

разреденост/рядкост (rarefaction curves), показващи гъбичното богатство и разнообразие 

сред изследваните биопсични и кръвни проби.  

Бактеиалното богатство и разнообразие сред секвенираните биопсични и кръвни 

проби бе представено чрез кривите на рядкост /рерификация (rarefaction curves) (Фиг 25 

С). От тях се вижда, че биопсичните проби са по-богати на секвенции от кръвните, което е 

валидно и при гъбичките (фиг 25 D).  Богатството на гъбичните секвенции е сходно в 
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биопсичните проби, докато в кръвните има по-малък брой секвенции, но по-силно 

изразено разнообразие между отделните проби. 

 

Фиг. 26. “Heatmap” диаграма представяща вариациите на микробиомното многообразие 

(изобилие) сред изследваните биопсични и кръвни материали. На панел (А) са показани 

типовете бактерии, а на панел (В) - типовете гъбички във всяка проба. В1-В4 – кръвни 

проби; Т1-Т3 – биопсични (тъканни) проби.   

Представянето на резултатите от секвенирането чрез “Heatmap” диаграма дава 

възможност да се проследи бактериалното и гъбично изобилие във всяка проба, както и 

пробите да бъдат сравнени помежду си (фиг. 26). На панел А на фигура 26 се забелязва 

силно сходство на типовете бактерии в кръвни проби В1, В2, В3 и частично при В4. 

Такова сходство на бактериалните типове е в сила и за биопсични проби Т2 и Т3 и в по-

малка степен Т1. В същото време се забелязва различно микробно изобилие в кръвните и 

тъканни проби от един и същ пациент.  По отношение на гъбичките (фиг. 26 В), много по-

голямо изобилие от гъбични типове се наблюдава в тъканните проби, сравнено с 

кръвните. 
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6.2. Резултати от проведените PCR изследвания за детекция на бактерии от род 

Mycobacterium и сравнение с резултатите от Shotgun секвенирането. 

При първоначалния PCR анализ с праймери специфични за Mycobacterium 

tuberculosis complex (Tb294 и Tb850) всички изследвани проби (n=35) от пациенти с 

доказана саркоидоза бяха отрицателни.  

В резултатите от случайното метагеномно секвениране на изследваните проби бяха 

отчетени различен брой секвенции за  микобактерии (класифицирани до род) (фиг. 27). 

Същите 35 проби бяха изследвани в две повторения чрез  PCR с диагностични  праймери 

Tb11 и Tb12 за род Mycobacterium. От тях 17 бяха положителни (7 с положителни 

резултати и от двете PCR реакции, 10 бяха с положителен резултат при една от двете 

реакции), 16 бяха отрицателни и 2 съмнителни. 

  

Фиг. 27. Санки диаграма показваща бактериалния микробиом в биопсична тъкан на 

пациент със саркоидоза определен чрез случайно метагеномно секвениране. С черна 

стрелка са посочени броят секвенции за род Mycobacterium, а с бяла за род Cutibacterium. 
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6.3. Резултати от проведените PCR изследвания за детекция на Cutibacterium 

acnes и сравнение с резултатите от Shotgun секвенирането.  

При проверка за наличие на ДНК от Cutibacterium acnes в събраните до момента 

материали - кръв, БАЛ, биопсия (n= 35) от пациенти с доказана саркоидоза (n=14), 

амплификация беше установена в 24 от изследваните 35 проби. Използвани бяха праймри 

Lip1, Lip4, а продуктът от амплификацията беше 515 нб. Риидове за Cutibacterium acnes 

бяха отчетени и при случайното метагеномно секвениране (фиг. 27).  

Освен в изследваните проби, ДНК от C. acnes беше открита и в контролните 

материали - смив, продуктови контроли, както и в материали от пациенти със заболявания 

различни от саркоидоза. Това не е изненадващо, тъй-като C. acnes е резидентен 

представител на кожния микробиом и е чест замърсител при молекулярни изследвания.  

 

6.4. Резултати от проведените PCR изследвания за детекция на Toxoplasma 

gondii и сравнение с резултатите от Shotgun секвенирането.  

При преглед на резултатите на ниво OTU-таблица, получени от Shotgun метагеномно 

секвениране на общо 37 материала от 11 пациента с доказана саркоидоза, вниманието ни 

бе привлечено от голям брой риидове за  паразитния протозой Toxoplasma gondii в 

изследваните проби - кръв, бронхоалвеоларна течност и биопсия, но не и в контролите. 

При PCR анализ на изпратени в НРЛ Диагностика на паразитозите 35 саркоидни 

проби, амплификация на фрагмента от 115 нб на В1 генът на T. gondii, беше установена в 

3 от тях (фиг. 28. )  
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Фиг. 28. PCR анализ на 35 саркоидни проби с праймери В22 и В23, специфични за 

фрагмент от В1 генът на T.gondii. Контролата (миши ексудат) и 3 от изследваните 

материали (7, 8 и 20) дадоха очаквания амплификационен продукт с големина 115 нб. При 

всички изследвани материали с изключение на 19, 25 и 30 има неспецифични ампликони с 

големина около 70 нб, т.е. фрагмент  по-къс с 50 нб от контролата.  

 

В същото време беше проведен PCR анализ на същите проби, но с праймери Tg1 и 

Tg2, специфични за фрагмент от В1 генът на T.gondii, с очаквана големина на 

ампликоните от 469 нб (Jalal, 2004). В 30 от 36 изследвани проби беше наблюдавана 

амплификация, но продуктът беше с около 50-70 нуклеотидни бази по-къс от този на 

положителната контрола (фиг. 29). Амплификацията беше проведена при максимално 

строги условия на хибридизация на праймерите. Получени бяха строго специфични ивици. 

Всички бяха с еднаква дължина на PCR фрагмента. При повторен преглед на снимките на 

геловете от първия PCR с праймери В22 и В23, беше забелязана амплификация на 

фрагмент с големина около 70 нб при 32 от 35-те изследвани материала (фиг. 28). Този 

резултат корелира с втория PCR, при който с праймери Tg1 и Tg2 специфични за същия 

ген В1, ампликоните бяха с 50-70 нб по-къси от контролата. 
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Фиг. 29. PCR анализ на 36 саркоидни проби с праймери Tg1 и Tg2 специфични за 

фрагмент от В1 генът на T.gondii. Само при положителната контрола продуктът от 

амплификацията е 469 нб. От изследваните 36 материала, при 30 има единичен 

амплификационен продукт с големина приблизително 380 нб.  

 

Стратегиите за оптимизация на PCR протокола за идентификация на  Toxoplasma 

gondii с праймери Tg1 и Tg2  включваха смяна на PCR мастър микса с DreamTaq Hot Start 

Green PCR Master Mix (Thermo Scientific™), както и промяна на температурата на 

сдвояване на праймерите. Проведен бе и градиентен PCR за установяване на оптимални 

температура на хибридизация на праймерите, PCR мастърмикс и добавяне на DMSO. 

Всички тези усилия не доведоха до промяна в дължината на репликоните.  

Секвенциите и специфичността на праймерите Tg1 и Tg2 бяха проверени чрез 

инструмента Primer-BLAST на NCBI (Ye, 2012). При търсенето, ръчно бяха въведени 
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нуклеотидните последователности на използваните праймери - Tg1 и Tg2. За матрица бе 

въведена секвенцията на генът В1 (повторен 35 пъти в геномa на T. gondii) AF178971, за 

който по литературни данни праймерите са специфични (Jalal, 2004). Първо беше зададено 

търсене за специфичност само в генома на T.gondii. Резултатът от търсенето  потвърди, че 

двойката праймери е специфична за В1 генът на T. gondii (фиг. 30). 

   

 

Фиг. 30. Проверка за специфичност на използваните праймери Tg1 и Tg2 с 

инструмента Primer-BLAST на NCBI. За референтен геном е посочен този на Toxoplasma 

gondii. 

При повторно търсене, но с добавяне и на човешкият геном, като референтен, беше 

получен резултат, че е възможно праймерите да не са специфични за зададената матрица 

(В1 генът). При неспецифично сързване на праймерите към човешкия ген за phenylalanyl-

tRNA syntetase 2, прогнозираният продуктът от репликацията е с големина 387 нб. 

Приблизително такава големина на репликоните получихме и ние.   
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V. Заключение и изводи 

В представената дисертация бяха изследвани архивни тъканни материали; кръв, 

биопсия и БАЛ от пациенти със саркоидоза и други белодробни заболявания; и кръв от 

здрави доброволци. 

Всички изследвани чрез PCR архивни тъканни материали от саркоидоза (20 бр.) и 

туберкулоза (19 бр.) бяха отрицателни за M. tuberculosis и за C. acnes. Съмнително беше, 

че във фиксираната с формалин и включена в парафин туберкулозна тъкан липсва ДНК от 

M. tuberculosis. Предположихме, че ДНК е била увредена в процеса на фиксиране с 

формалин и дълготрайното съхранение на тъканните парафинови блокчета при стайна 

температура. Проверката на качеството (интегритета) на изолираната ДНК чрез 1% 

агарозна гел-електрофореза и чрез PCR за детекция на човешкия β-глобинов ген доказаха, 

че изолираната ДНК е фрагментирана и негодна за молекулярен анализ. 

За следващите изследвания бяха използвани “свежи” клинични материали. От 

МБАЛББ “Св. София” бяха получени кръв, биопсия и БАЛ от 44 пациента постъпили в 

болницата за уточняване на диагноза. От тях 15 бяха диагностицирани със саркоидоза 

(Таблица 1; фиг.7). ДНК от клиничните материали на всички пациенти беше изолирана, 

аликвотирана и замразена, като по този начин бе създадена колекция от ДНК-и за 

настоящи и бъдещи молекулярни изследвания. Протоколът използван в лабораторията за 

екстракция на ДНК от кръв беше модифициран така, че да се намали количеството на 

човешката ДНК и РНК и да се повиши чистотата на изолираната ДНК (А260/А280 ≥1.8), 

за да се постигнат по-добри резултати при секвениране.  

Кръв и биопсичен материал от четирима пациента със саркоидоза бяха анализирани 

чрез таргетно 16S и 18S рДНК секвениране. Резултатите показаха, че доминиращи 

бактериални типове в кръвта и биопсиите бяха Proteobacteria, Firmicutes и Bacterioidetes 

(фиг. 36А), а от гъбичките домниращи бяха представителите на типове Ascomycota 

Basidiomycota и Mucoromycota (Фиг 36В). Към момента в научната литература не бяха 

открити проучвания изучаващи паралелно микробното изобилие на кръвния и тъканен 

микробиом при саркоидоза. В нашето пилотно изследване наблюдавахме оформяне на 

характеристичен микробен профил на белодробната тъкан и характеристичен микробен 

профил на кръвта, но не беше открито клъстериране между кръвните и биопсични проби 

от един и същ пациент със саркоидоза (фиг. 37). 
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Проведените PCR анализи, целящи доказване на C. acnes в изследваните проби от 

пациенти със саркоидоза, дадоха положителен резултат в 24 от изследваните 35 проби. 

Последното беше потвърдено и от случайно метагеномно секвениране. Възможността, 

амплифицираната ДНК в пробите да е следствие от замърсяване, наложи да бъде 

проведено паралелно имунохистохимично доказване на C. acnes в два засегнати от 

саркоидоза лимфни възела. Използвахме моноклонално антитяло РАВ за 

имунохистохимия. РАВ реактивни структури бяха открити в грануломите на изследвани 

лица. Предстои провеждане на ИХХ с антитялото РАВ при всички изследвани пациенти и 

на база комбиниране на молекулярни и имунологични методи да бъде направено 

заключение до каква степен C. acnes има отношение към патогенезата на саркоидозата в 

България. 

Същите материали (n=35), бяха изследвани с PCR за M. tuberculosis complex, но 

всички реакции бяха отрицателни. При повторно изследване, но с родово специфични 

праймери, бяха отчетени 17 положителни проби. Тези резултати бяха потвърдени и чрез 

случайно метагеномно секвениране и сочат, че M. tuberculosis няма пряка връзка с 

етиологията на  саркоидоза при изследваната група пациенти. Възможността за влияние на 

атипични микобактерии трябва да бъде допълнително проучена. 

Чрез случайното метагеномно секвениране на саркоидните проби бяха открити 

голям брой секвенции за паразита T. gondii. При повторното изследване на материалите 

чрез PCR с праймери Tg1 и Tg2 беше отчетена амплификация, но продуктът беше по-къс с 

около 70 н.б. от очакваното (фиг. 40). Възможно е това да се дължи на не пълна 

специфичност на праймерите към В1 гена на T. gondii и намножената ДНК да е човешка. 

Това ще бъде уточнено след секвениране на PCR продуктите, които се пазят замразени. 

За да проучим жизненият цикъл на кръвната микробиота, приложихме техника за 

култивиране на кръв при стресови условия - 43
о
С и 1mg/ml витамин К. За визуализация на 

резултата, използвахме комбинация от светлинни и електронно-микроскопски методи. 

Експериментите проведени с цяла и лизирана кръв от пациенти със саркоидоза и здрави 

доброволци показаха, че кръвта притежава разнообразен по морфология микробиом с 

атипични механизми на пролиферация. Във фракцията от периферни мононуклеарни 

клетки от здрав доброволец, наблюдавахме микробни структури притежаващи добре 
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дефинирана клетъчна стена, които пролиферират чрез пъпкуване или чрез механизъм, 

подобен на екструзията на прогениторни (потомствени) тела.  

За разлика от това, в култивираната при стресови условия, лизирана кръв от здрави 

лица, пролиферацията на микробиома наподобяваше на L-формените микроорганизми с 

образуване на електронно-плътни или електронно-прозрачни тела. Електронно плътните 

тела се размножават чрез пъпкуване, произвеждат грам-отрицателно оцветени 

потомствени клетки подредени във верижки или се уголемяват и пръскат, за да освободят 

прогениторни клетки с размер 180 – 200 nm. От друга страна, електронно-прозрачните 

тела нарастват и освобождават потомствени клетки от различни места на клетъчната 

мембрана. Наблюдавахме нов механизъм на пролиферация на кръвната микробиота, 

наречен от нас „клетка в клетката“. Той съчетава пролиферация на прогениторни клетки в 

рамките на друга прогениторна клетка, която расте в клетката „майка“.  

Съществуват сходства, но и различия между култивираната цяла кръв на пациентите 

със саркоидоза и лизираната и култивирана кръв от здравите доброволци. Това вероятно 

се дължи на спецификата на заболяването и малкият брой изследвани саркоидни 

материали. В култивираната цяла саркоидна кръв също наблюдавахме големи “майчини” 

структури, освобождаващи прогениторни клетки. Открити бяха и разнообразни по 

морфология клетки, свързани чрез фибриларни структури. Освен микроскопски, 

култивируемостта на кръвта беше доказана и чрез таргртно 16S секвениране на нативна и 

култивирана кръв на пациент със саркоидоза. 

 

На база на изложените резултати, бяха направени следните изводи: 

 

1. Фиксираните с формалин и включени в парафин тъканни проби не са подходящ 

модел за молекулярно-биологично изследване на патогенезата на саркоидозата. 

2. Доказахме, че кръвните микробиоти се различават по морфология, но най-общо 

биват два вида: елетктронно плътни телца и електронно прозрачни телца. 

3. Електронно плътните телца се размножават чрез пъпкуване или формиране на 

верижки, или нарастват и се пръскат, като отделят прогениторни клетки с размери 180 – 

200 nm.  
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4. Наблюдавахме нов механизъм на размножаване наречен от нас „клетка в клетка“, 

“a cell within a cell”. 

5. Ролята на микобактериите, Cutibacterium acnes и Toxoplasma gondii в патогенезата 

на саркоидозата изисква допълнителни проучвания. 

6. Наблюдавахме характеристичен микробиомен профил на кръвта и 

характеристичен микробиомен профил на белодробната тъкан, които се различават един 

от друг. 

7. Микробиомният анализ показа, че други микробни видове също биха могли да 

имат участие в патогенезата на саркоидозата.   

 

Въпреки многобройните и задълбочени проучвания на специалисти от различни 

области на медицината (клиницисти, патолози, микробиолози, имунолози, епидемиолози), 

саркоидозата продължава да бъде загадка. Някои от въпросите останали без отговор са: 

Защо има расови и географски различия на клиничните форми и прояви при саркоидоза? 

Защо симптоматиката е толкова неспецифична и различна? Защо при едни пациенти 

заболяването протича самоограничаващо се със спонтанна ремисия, а при други 

хронифицира и води до тежки органни увреждания? От какво зависи в кои органи ще се 

развие грануломатозният процес? Кой е етиологичният причинител на заболяването? 

Вероятно отговорът на последния въпрос ще помогне за осветляване на всички неизвестни 

около саркоидозата. Работата ни в посока търсене на този отговор продължава.  

 

VI. Приноси 

От проведените изследвания могат да бъдат направени следните фундаментални и 

научно-практически изводи:  

 

Фундаментални приноси 

 

1. Електронномикроскопски кръвните микробиоти притежават елетктронно плътна и 

електронно прозрачна компонента, която предстои да бъде изуцчена. 

2. Доказахме няколко механизма на размножаване на кръвните микробиоти, чрез 

пъпкуване, формиране на верижки, или отлюспване (екструзия).  
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3. Доказахме нов механизъм на размножаване наречен от нас „клетка в клетка“, “a 

cell within a cell”. 

4. Микробиомният профил на кръвта е специфичин и се различава от този на 

белодробната тъкан при болни от саркоидоза. 

5. Микробиомният анализ показа, че други микробни видове също биха могли да 

имат участие в патогенезата на саркоидозата.   

 

Научно-практически приноси 

 

1. Разработихме надежден метод за екстракция на ДНК от кръвната микробиота в 

култивирана и некултивирана кръв. 

2. Фиксираните с формалин и включени в парафин тъканни проби не са подходящ 

модел за молекулярно-биологично изследване на патогенезата на саркоидозата. 

3. Микобактериите, Cutibacterium acnes и Toxoplasma gondii имат отношение към  

патогенезата на саркоидозата. Тази роля изисква допълнителни проучвания. 

4. Съчетаването на методите за целогеномно секвениране, биоинформатичен анализ 

и имунохистохимия е подходящо за изследване на белодробните мултисистемни 

грануломатозни заболявания.  
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Summary 

Sarcoidosis is a multisystemic inflammatory granulomatous disorder. Despite numerous 

studies, the etiology of sarcoidosis is still not fully understood. It is proposed that the disease is 

caused by an unknown antigen(s) in humans with abnormal immune response, and a genetic 

predisposition.  

This Ph.D. thesis was focused on revealing the possible microbial involvement in 

sarcoidosis pathogenesis. A primary goal was to study the microbiome in sarcoid patients and 

control subjects by cultural, microscopic, and molecular techniques. 

We observed clinical samples (blood, lung biopsy, and BAL) of 44 individuals suspected 

of sarcoidosis; blood from 7 healthy volunteers; and formalin-fixed paraffin-embedded tissue 

from patients with sarcoidosis (20) and tuberculosis (19). DNA for molecular analyses was 

extracted from each sample type. Next-generation sequencing was made to investigate tissue and 

blood microbiome in sarcoidosis. Conventional PCR was performed to detect C. acnes, M. 

tuberculosis, other mycobacteria, and Toxoplasma gondii in the examined sarcoid materials. The 

role of C. acnes in the etiology of sarcoidosis was further elucidated by immunohistochemistry 

with PAB antibody. The IHC was performed in the lymph nodes of two sarcoidosis patients. C. 

acnes was detected within the noncaseating granulomas of both patients. 

The blood microbiome of sarcoidosis patients and healthy controls was investigated by 

culturing blood in normal and stressful conditions. TEM, SEM, light, and dark field microscopy 

were applied to study microbiota morphology and life cycle in cultured whole and lysed blood. 

We observed and described various proliferation mechanisms of the blood microbiota. 

A relatively understudied area in sarcoidosis is the role of the blood and tissue microbiome 

in the pathogenesis of the disease. To date, the blood microbiome in sarcoidosis has not been 

investigated. The fact that sarcoidosis can be found in different body parts and organs of the 

same person suggests that the causative agent is carried from one body location to another, via 

the blood or lymphatic system. 
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