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Вирусната хеморагична септицемия (VHS) по пъс-
тървите е включена в списъка на значимите заболявания 
по рибите на Международното бюро по епизоотиите от 
м. май 2004 г. Според последния доклад на Международ-
ния комитет за таксономия на вирусите въз основа проуч-
ванията на редица автори (van Regenmortel et al., 2000; 
Walker et al., 2000) етиологичният агент на заболяването 
се отнася към сем. Rhabdoviridae, род Novirhabdovirus. 
При електронномикроскопски изследвания е установе-
но, че VHS вирусът е с куршумоподобна форма и разме-
ри 170-180 nm x 60-70 nm (Skall et al., 2005; Elsayad et 
al., 2006). Той съдържа едноверижна рибонуклеинова ки-
селина (RNA). Вирусният геном се състои от 11158 нук-
леотида (nt), кодиращи един неструктурен протеин (Nv) 
и 5 структурни протеини: нуклеокапсид (N), фосфо- (P), 
матричен (M), глико- (G) и RNA полимераза (L-) проте-
ин. Гените са аранжирани в следния порядък: 3’-N-P-M-
G-Nv-L- 5’ (Schutze et al., 1999).

Проучванията върху секвентните вариации на G про-
теина показват, че VHS вирусните щамове са по-тясно 
свързани с изолатите от същите географски региони, от-
колкото те могат да бъдат групирани в зависимост от ви-
довете гостоприемници. При филогенетичните анализи са 
идентифицирани 4 генотипа на VHS вируса (Benmansour 
et al., 1997; Elsayed et al., 2006). Генотип I включва ши-
рок спектър от вирусни изолати – от сладководни ферми в 
континентална Европа, т. нар. субтип Iа (Show et al., 1999; 
Einer-Jensen et al., 2004) и изолати от крайбрежните зони 
на Северна Европа, изолирани от морски видове риби и 
определени като субтип Iв. Генотип II включва морски 
изолати от Балтийско море. Генотип III съдържа вирусни 
изолати от Северно море и крайбрежието на Великобри-
тания (Einer-Jensen et al., 2004). По-късно Северноамери-
канските изолати и тези от Япония и Корея са определени 
като принадлежащи към генотип IV.

Диагностицирането на VHS по пъстървите се базира 
освен на характерните клинични признаци още и на раз-
лични лабораторни методи. Прилагат се взаимно допъл-
ващи се диагностични техники за директно доказване 
на вирусните антигени в инфектирани тъкани и органи 
от риби или за изолация на вируса в клетъчни линии и 
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последваща идентификация чрез различни серологични 
и имуноензимни методи.

Въвеждането в лабораторната практика на молеку-
лярно-биологичните методи за детекция на вирусния 
геном в теренни проби и в заразени клетъчни култури 
е перспективно с оглед разширяване на спектъра на ди-
агностичните схеми и увеличаване на възможностите за 
епидемиологични проучвания. 

С настоящата разработка си поставяме за цел да апро-
бираме конвенционална полимеразно-верижна реакция 
(RT-PCR) за детекция на VHS вирусен геном в заразени 
клетъчни култури, с оглед оптимизиране на работните 
протоколи, използвани в лабораторната практика при 
диагностични и скринингови изследвания във връзка с 
мониторинга на рибовъдните ферми.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ

Клетъчни  култури. В лабораторните изследвания бяха 
използвани паралелно Epithelioma papullosum cyprini 
(ЕРС) клетъчна линия, получена от папилома на шаран 
(Cyprinus carpio L.) и BF-2 клетъчна линия от фибробла-
сти, получена от опашната част на малки риби от вида 
Lepomis macrochirus. За култивирането на тези клетъчни 
линии бяха използвани синтетични хранителни среди - 
Eagle`s minimum essential medium (EMEM) с добавка на 
фетален телешки серум и антибиотици, съгласно описа-
ните в Решение 183/2001/ЕС процедури.

Органни суспензии. За инокулиране на клетъчния 
монослой бяха използвани теренни проби – 10% суспен-
зии от цели риби до 4 сm (след отстраняване на жълтъч-
ното мехурче) или органни суспензии (далак, бъбрек и 
мозък) при риби над 6 сm, произхождащи от две рибо-
въдни ферми в страната. 

Вирусни щамове. В изследванията бяха включени 
следните референтни вирусни щамове, предоставени 
от Европейската Референтна лаборатория по болести на 
рибите, Копенхаген, Дания:

- VHS вирус, щам DK-5151, датски изолат от дъгова 
пъстърва, лиофилизиран, 5-ти пасаж на ЕРС клетъчна 
линия, с инфекциозен титър 5,9.106 TCID50/ml (Olesen 
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Снимка 1. Клиника на VHS с характерни хеморагии в плавателния мехур, мускулатурата и перивисцерал-
ната мастна тъкан.
Photo 1. VHS typical clinical signs with hemorrhagic swim bladder, muscles and perivisceral tissue

Снимка 2. Стабилна клетъчна линия EPC. Контролна неинфектирана тъкан и CPE на 72 h след заразяване 
с VHSV.
Photo 2. EPC cell line – uninfected and 72 hours after inoculation with VHSV

Снимка 3. Резултати от PCR – VHS1/Ia, VHS2/Id, контрола – референтен щам
Photo 3. PCR results after gel electrophoresis – bands at 505bp
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et al., 1993). Genotype Ia, Gen Bank accession number: 
AF345859 (G-gene) (Ejner-Jensen et al., 2004).

- VHS вирус, 33-TN/93, теренен изолат, лиофилизи-
ран, репликиран на ЕРС клетъчна култура, с инфекцио-
зен титър 1,3.106 TCID50/ml;

- VHS вирус, щам DK-6137 , изолиран при избухване 
на заболяване в морски аквакултури с висока смъртност 
(1991), 3-ти пасаж на ЕРС клетъчна линия, с инфек-
циозен титър 5.9.106 TCID50/ml. Genotype Ia Gen Bank 
accession number: AY546593

- VHS вирус, щам 1p8 , морски изолат от херин-
га (Clupea harengus) (1996) улов от Балтийско море 
(Mortensen et al., 1999); 6-ти пасаж на BF-2 клетъчна ли-
ния. Genotype Ib, Gen Bank accession number: AY546573 
(G-gene) and AY356652 (N-gene) (Mortensen H. F. et al., 
1999; Einer-Jensen et al., 2004; Snow et al., 2004). 

В изследванията бяха включени и клинични изолати 
от две рибовъдни ферми в страната:

- VHS вирус, наш изолат BG 2008-50.209-1 
- VHS вирус, наш изолат BG 2008-50-209-2 
За проучване и идентифициране на изолираните в 

нашата страна вирусни щамове, паралелно с традицион-
но използваните индиректен имунофлуоресцентен тест 
(IFAT) и ензимсвързан имуносорбентен тест (ELISA), бе 
апробиран и RТ-PCR. 

Изпитани бяха сравнително два кита за екстракция 
на вирусна РНК (Viral DNA/RNA Rapid Extraction kit и 
QIAampViral RNA Mini kit) от заразени клетъчни култу-
ри и праймери. Необходими бяха минимум два прайме-
ра – primer forward, който определя началото на синте-
зата и primer reverse, ограничаващ края на фрагмента за 
амплификация. 

За детекция на VHS вирусния геном приложихме ед-
ностъпкова RT-PCR техника, като използвахме QIAGEN 
OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) съгласно инструкциите 
на фирмата производител. Заложихме по 5 µl от всяка 
приготвена проба в общ обем от 25 µl. Крайната смес за 
реакциите съдържаше 1.5 µl от всеки праймер 

Амплификацията протичаше в термоциклер, програ-
миран за следните параметри на редуване на различни 
температурни режими: 1 цикъл на денатурация – при 94˚С 

или 95˚С за 15 min, впоследствие протича свързване на 
праймерите към комплементарния им участък от ДНК, 
ограничавайки помежду си търсения фрагмент за ампли-
фикация. Необходимата температура зависеше от броя на 
азотните бази. В случая приложихме 1 цикъл на 50 °C за 
30 min, 1 цикъл: 95 °C за 15 min, последвани от 35 цикъла: 
94 °C за 30 s; 55°C за 30 s; 68 °C за 60 s; 55 °C за 30 s, 1 
цикъл: 68 °C за 7 min и накрая до достигане на10 °C.

Тези праймери и параметрите на реакцията верифи-
цирахме при провеждането на организираните от Евро-
пейската референтна лаборатория по болести на рибите, 
ежегодни интеркалибрационни тестове за пригодност и 
компетентност.

Секвенирането на нашите изолати, анализът на да-
нните и конструирането на филогенетичното дърво бяха 
проведени в Европейската референтна лаборатория.

Получените продукти бяха подложени на електрофоре-
за в агарозен гел при използването на специални маркери 
с известен брой базови двойки (MWM – molecular weight 
marker) и бяха визуализирани с етидиев бромид, който при 
облъчване с UV лъчи дава специфично светене. 

При положителен резултат амплификационният про-
дукт съдържа 505 bp (on the gel) за VHS вируса.

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

Рутинно използваните в НРЛ „БРММР“ постоянни кле-
тъчни линии EPC и BF-2 се характеризират с висока 
чувствителност за изолация на различни вирусни агенти, 
патогенни за рибите. Цитопатичния ефект (СРЕ) отчита-
хме визуално при наблюдение на светлинен микроскоп. 
Първоначални промени в клетъчните култури след зара-
зяване с референтни щамове на VHSV са установени на 
48-72-ия час след инокулиране. Инфектираните клетки 
губят своята характерна вретеновидна форма. СРЕ се 
характеризира с поява на увеличени, окръглени “блес-
тящи” клетки, превръщащи се в гроздовидно струпани 
големи балониращи клетки. На 96-120-ия час се наблю-
дава пълна деструкция на клетъчния монослой. 

Изолацията в чувствителни клетъчни култури и на-
блюдаването на характерен СРЕ бяха едни от етапите на 

Таблица 1. Използвани праймери (Snow et al., 2004)
Table 1. The primers used for RT-PCR (Snow et al., 2004)

 ● Праймери
    за  RT-PCR

Нуклеотидна                             
последователност (5’ – 3’)

      Геномна
      локализация                                                                           

   Авторски 
   колектив                                                                           

 Универсални                  

 праймери  за VHSV             VN  Snow M.
 et al., 2004

 Forward Primer ATG GAA GGA GGA ATT CGT GAA GCG
 Reverse Primer                       GCG GTG AAG TGC TGC AGT TCC C
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диагностичните изследвания. Наблюдаваните промени в 
заразени 24-часови EPC клетъчни култури са проследе-
ни в динамика.

Вирусните изолати от клетъчни култури с характе-
рен СРЕ идентифицирахме с VHS ELISA и индиректен 
имунофлуоресцентен тест (IFAT) търговски кит BioX, 
Belgium. В сравнителните изследвания като положителни 
контроли използвахме съответни референтни щамове. 

Всички положителни за VHS вирус проби бяха тест-
вани и с RT-PCR. Търговските китове за изолиране на 
РНК “Viral DNA/RNA Rapid Extraction kit” и QIAampViral 
RNA Mini kit дадоха добри резултати при изолиране на 
РНК както от проби с малък на брой копия, така и от про-
би с висока концентрация от изследваните вируси. Тър-
говските китове за обратна транскрипция и амплифика-
ция на вирусна нуклеинова киселина “Taqman Universal 
PCR master mix“ на “Applied Biosystems” и “One step RT-
PCR Kit” на “Guangzhou Geneshun Biotech Ltd.” бяха с 
достатъчна чувствителност за диагностика на вируса на 
вирусната хеморагична септицемия по пъстървата.

Всички щамове на VHS вируса бяха изследвани чрез 
едностъпкова PCR при използването на две двойки уни-
версални видовоспецифични праймери за установяване 
на висококонсервативни фрагменти от вирусния геном.

Проведени бяха и опити за оптимизация на темпе-
ратурния режим на използвания едностъпков протокол, 
при различна температура на първична денатурация на 
използваните видовоспецифични праймери – съответно 
50° С и 60° С.

При заложените положителни проби за VHSV на-
блюдавахме ясно обособен бенд между 500 и 600 bp. 
Получените до момента резултати за получените амп-
лификационни продукти при залагане в реакцията на 
референтни щамове на VHS вируса и нашите изолати и 
съответните маркери бяха документирани със снимков 
материал:

Не установихме различие в получените резултати и 
по отношение на чувствителността на метода.

Използваните сет праймери позволиха ефективна 
амплификация и показаха 100% чувствителност за де-
текция на българските щамове, изолирани през декем-
ври 2008 г. от ПС Бяла река в района на община Карлово 
и през януари 2009 г. от ПС Беден 1 в района на община 
Девин, което ги прави подходящи за целите на диагно-
стиката на заболяването у нас на този етап. Изследва-
нията показаха, че нашите изолати принадлежат към 
серотип I на VHS вируса, а използваните праймери оси-
гуряват специфична детекция. Тези резултати ни дават 
основание да смятаме, че тестът може да бъде прилаган 
с успех за установяване на VHS вирус в клетъчнокулту-
рални суспензии, заразени с теренни проби, но предстои 
да бъде изпитана неговата специфичност и пригодност 
за директно доказване в органни суспензии от съмни-
телно болни риби. Важна диагностична стойност има 

липсата на неспецифична (фалшиво положителна реак-
ция) с вируса на инфекциозната хемопоетична некроза 
по пъстървата. В резултат от проведените експерименти 
и участия в провежданите от Референтната лаборатория 
на ЕС интерлабораторни тестове извършихме оптими-
зация на протоколите за RT-PCR (Snow et al., 2004) и 
проучихме приложението им за доказване на консерва-
тивни участъци от съответните вирусни геноми. Резул-
татите от проведения секвентен анализ в Референтната 
лаборатория на ЕС показват, че изолираните от нас ща-
мове на VHSV принадлежат към серогрупа I, но са два 
различни субтипа – Ia, който е широко разпространен в 
пъстървовите стопанства на континентална Европа и Id, 
характерен за морските садкови стопанства на Норвегия 
и Финландия 

Получените резултати показват, че липсата на 100% 
комплементарност на използваните праймери не намалява 
чувствителността им за установяване на вирусния геном в 
изследваните теренни проби. Наличието на промени (за-
мествания) в нуклеотидната последователност на българ-
ските изолати на VHS вируса са отразени на фиг. 1.

Данните от филогенетичния анализ могат да бъдат 
използвани за проследяване на епизоотологичните взаи-
мовръзки между отделните изолати и откриване на веро-
ятния източник на инфекцията. 

В резултат от проведените проучвания са оптимизи-
рани параметрите на конвенционалнен RT-PCR за диаг-
ностика на VHS и са изготвени съответни стандартни 
оперативни процедури с оглед актуализация на  диаг-
ностичната схема. Апробираният едностъпков метод 
на RT-PCR за идентификация на VHS вирус дава дос-
товерни резултати, а използваните праймери позволяват 
детекция на VHS щамовете които са характерни за кон-
тинентална Европа. Интерес в бъдеще ще представляват 
проучванията за тяхната специфичност при откриване 
на щамове от другите генотипове на вируса, които не 
са доказвани в страните от Централна и Източна Европа 
и Балканския полуостров, макар че понастоящем нямат 
епизоотично значение за региона. 

Предстои сравнително изпитване на RT-PCR метода 
за доказване на VHS вируса директно в тъканите на за-
разени риби, но на този етап изолацията върху възпри-
емчиви клетъчни линии остава класически метод за ди-
агностика на вирусната хеморагична септицемия поради 
значително по-ниската чувствителност на ELISA и ИФ.

Изследванията на редица автори показват, че съвре-
менните молекулярно биологични методи са с по-висока 
специфичност, чувствителност и диагностични възмож-
ности в сравнение с  класическите вирусологични мето-
ди, използвани в нашата лаборатория. Внедряването им 
в лабораторната практика в допълнение на класическите 
методи ще увеличи спектъра на диагностичните техни-
ки, прилагани при надзор на икономически значимите 
вирусни инфекции в рибовъдните ферми у нас.
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Фиг. 1. Филогенетичен и секвентен анализ на българските изолати от VHS
Fig. 1. Phylogenetic tree after sequence analysis of Bulgarian isolates of VHS
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ИЗВОДИ

За първи път в страната са апробирани молекулярно 
биологичните методи (RT-PCR) за диагностика на ВХС 
вирусна инфекция в рибовъдните ферми у нас. 

Конвенционалният RT-PCR метод е високочувстви-
телен и специфичен и с използваните от нас праймери се 
постигат достоверни резултати, което позволява включ-
ване в диагностичната схема като потвърдителен тест за 
детекция на VHS вирусни геноми.

Изпитаните търговски китове за екстракция, обратна 
транскрипция и амплификация на вирусна нуклеинова 
киселина са с достатъчна чувствителност при приложе-
ние в диагностичната дейност и дават добри резултати 
при изолиране на РНК както от проби с малък на брой 
копия, така и от проби с висока концентрация от изслед-
ваните вируси.

Получените резултати при лабораторните изследва-
ния потвърждават антигенната идентичност на нашите 
теренни вирусни изолати с референтен щам на VHS ви-
руса – серогрупа I, съответно субтип Ia и Id. 
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VIRAL HEMORRHAGIC SEPTICEMIA VIRUS ISOLATES
FROM FARMED TROUT IN BULGARIA: ETIOLOGY AND MOLECULAR CHARACTERIZATION

V. Chikova, E. Mileva
National diagnostic research veterinary medical institute - Sofia

SUMMARY

Viral haemorrhagic septicemia (VHS) in trout is an acute viral disease listed by the OIE. In Bulgaria, the virus has also 
been established repeatedly. Sequence analysis on the phylogeny of the strains allow assigning to two different genotypes. 
One of them from Scandinavic region – unrepresentative but apparently market performance. Molecular methods developed 
in the Bulgarian NRL for fish diseases, allowing fast and accurate diagnosis, tracing the origins of the isolated strains and the 
ways of their penetration in the country.
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