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Î. È. Ñîêîëîâà, À. Â. Äåìüÿíîâ è äð.
Îïûò èñïîëüçîâàíèÿ òåõíîëîãèè FTA® äëÿ ñáîðà, àðõèâèðîâàíèÿ è ìîëåêóëÿðíîãî àíàëèçà

Òåõíîëîãèÿ FTA® âïåðâûå áûëà èñïûòàíà äëÿ ñáîðà, àðõèâèðîâàíèÿ è ìîëåêóëÿðíîãî àíàëèçà ÄÍÊ,
ñîäåðæàùåéñÿ â îáðàçöàõ ñòóëà, ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ è èäåíòèôèêàöèè ìèêðîñïîðèäèé — âíóòðèêëåòî÷-
íûõ îïïîðòóíèñòè÷åñêèõ ïàðàçèòîâ, âûçûâàþùèõ ïîðàæåíèå êèøå÷íèêà è ñèíäðîì ìàëüàáñîðáöèè ó
ëþäåé ñ îñëàáëåííîé èììóííîé ñèñòåìîé, â ÷àñòíîñòè ó áîëüíûõ ÑÏÈÄîì. ÄÍÊ ìèêðîñïîðèäèé áûëà
óñïåøíî àìïëèôèöèðîâàíà â 6 èç 50 îáðàçöîâ ñòóëà ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ïàöèåíòîâ Êëèíè÷åñêîé èí-
ôåêöèîííîé áîëüíèöû èì. Ñ. Ï. Áîòêèíà (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Îáðàçöû íàíîñèëè íà ñïåöèàëüíî îáðàáî-
òàííóþ ôèëüòðîâàëüíóþ áóìàãó (FTA-Cards, Whatman Inc. Florham Park, NJ, ÑØÀ). Àìïëèêîíû (ôðàã-
ìåíòû ãåíà ðèáîñîìíîé ÐÍÊ) áûëè ïðî÷èòàíû ïðÿìûì ñåêâåíèðîâàíèåì. Âèäû ìèêðîñïîðèäèé — En-
cephalitozoon intestinalis, E. cuniculi, E. hellem è Enterocytozoon bieneusi— èäåíòèôèöèðîâàíû ïî äàííûì
Áàíêà ãåíîâ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû NCBI BLAST. Äàííûé ìåòîä èììîáèëèçàöèè ÄÍÊ íà ôèëüòðîâàëü-
íîé áóìàãå îñîáåííî ïåðñïåêòèâåí äëÿ ýïèäåìèîëîãè÷åñêèõ è ïîïóëÿöèîííî-ïîëåâûõ èññëåäîâàíèé,
òðåáóþùèõ ãåíîòèïèðîâàíèÿ âèäîâ è èçîëÿòîâ ìèêðîñïîðèäèé.

Ê ëþ÷ åû å ñ ë î â à: FTA®-òåõíîëîãèÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ, ìèêðîñïîðèäèè ÷åëîâåêà, îïïîðòóíèñòè÷å-
ñêèå ïðîòèñòû, ÏÖÐ.

Ï ð è í ÿ òû å ñ î ê ð àù å í è ÿ: ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, PBS — ôîñôàòíûé ñîëåâîé áó-
ôåð.

Èññëåäîâàíèå, íåäàâíî ïðîâåäåííîå íàìè íà áàçå
Êëèíè÷åñêîé èíôåêöèîííîé áîëüíèöû èì. Ñ. Ï. Áîòêèíà
â Ñàíêò-Ïåòåðáóðãå (Kucerova et al., 2011; Sokolova et al.,
2011), ïîêàçàëî, ÷òî â ñòóëå ó 19 % ÂÈ×-èíôèöèðîâàí-
íûõ ïàöèåíòîâ ñîäåðæàëèñü ìèêðîñïîðèäèè — îïïîðòó-
íèñòè÷åñêèå ýóêàðèîòè÷åñêèå ìèêðîîðãàíèçìû, ðîäñò-
âåííûå ãðèáàì (Keeling, Fast, 2002; Ñîêîëîâà, 2009). Ýòó
ãðóïïó ïàòîãåíîâ â Ðîññèè íèêîãäà ðàíåå íå èäåíòèôèöè-
ðîâàëè. Îáùåèçâåñòíî, ÷òî ìèêðîñïîðèäèè ñóùåñòâåííî
óõóäøàþò êà÷åñòâî æèçíè áîëüíûõ ÑÏÈÄîì, òàê êàê âû-
çûâàåìîå ýòèìè ïàòîãåíàìè íàðóøåíèå ñòðóêòóðû è ôóíê-
öèè âñàñûâàþùåãî ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà ïðèâîäèò ê ñèíä-
ðîìó ìàëüàáñîðáöèè, êîòîðûé âûðàæàåòñÿ â äëèòåëüíûõ
äèàðåÿõ è ðåçêîé ïîòåðå âåñà (Didier, Weiss, 2006; Hupp-
mann, Orenstein, 2010). Ïðè ïðàâèëüíîé äèàãíîñòèêå ýòè
ñèìïòîìû ìîãóò áûòü óñòðàíåíû ñ ïîìîùüþ ñîîòâåòñòâó-
þùèõ ìåäèêàìåíòîâ (Kotler, Orenstein, 1998; Didier, We-
iss, 2006).

Ïðàêòè÷åñêèì ðåçóëüòàòîì íàøåé ðàáîòû ñòàëè ðåêî-
ìåíäàöèè ïî ïðîâåäåíèþ òåñòèðîâàíèÿ íà ìèêðîñïîðèäè-
îç ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ïàöèåíòîâ ñ äëèòåëüíîé äèà-
ðååé è íèçêèì èììóííûì ñòàòóñîì (òèòð CD4-ëèìôîöè-
òîâ <100 êëåòîê íà 1 ìë êðîâè) (Sokolova et al., 2011).

Íàìè è äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè ïîêàçàíî, ÷òî íàèáîëåå
àäåêâàòíûé ìåòîä âûÿâëåíèÿ ìèêðîñïîðèäèîçîâ ÷åëîâå-
êà — ýòî ÏÖÐ-äèàãîíîñòèêà ñî ñïåöèôè÷åñêèìè ïðàéìå-
ðàìè. Â íàøåì èññëåäîâàíèè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ áûëî âûÿâ-
ëåíî ïî÷òè â 2 ðàçà áîëüøå ìèêðîñïîðèäèè-ïîëîæèòåëü-
íûõ îáðàçöîâ, ÷åì ïðè ïðèìåíåíèè ãèñòîõèìè÷åñêèõ
ìåòîäîâ (îêðàøèâàíèå ìàçêîâ ñòóëà Òðèõðîìîì è Êàëü-
êîôëóîðîì) (Sokolova et al., 2011). Ñëàáàÿ ýôôåêòèâíîñòü
ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè äëÿ âûÿâëåíèÿ ìèêðîñïîðèäèé â
îáðàçöàõ ñòóëà îáúÿñíÿåòñÿ ìåëêèìè ðàçìåðàìè ñïîð
(1—1.5 ìêì) è íàëè÷èåì ìíîãî÷èñëåííûõ ôîíîâûõ îáú-
åêòîâ, èìåþùèõ ñõîäíûé ñ ìèêðîñïîðèäèÿìè õàðàêòåð
îêðàñêè êàê â ñâåòëîì ïîëå ïðè èñïîëüçîâàíèè Òðèõðîìà,
òàê è â ðåæèìå ýïèôëóîðåñöåíöèè (îêðàñêà Êàëüêîôëóî-
ðîì).

Îñíîâíûå ñëîæíîñòè ÏÖÐ-äèàãíîñòèêè ñâÿçàíû,
âî-ïåðâûõ, ñ íàëè÷èåì èíãèáèòîðîâ ñèíòåçà ÄÍÊ â ñòóëå,
à âî-âòîðûõ — ñ íåîáõîäèìîñòüþ çàìîðàæèâàíèÿ, õðàíå-
íèÿ è òðàíñïîðòèðîâêè îáðàçöîâ, òàê êàê áîëüøèíñòâî
ðîññèéñêèõ êëèíèê íå èìåþò îáîðóäîâàíèÿ äëÿ ïðîâåäå-
íèÿ ÏÖÐ-òåñòîâ. Ïåðâàÿ ïðîáëåìà óñïåøíî ðåøàåòñÿ
ïðèìåíåíèåì êîììåð÷åñêèõ íàáîðîâ äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ
òèïà QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA,
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ÑØÀ). Ïîèñêó ðåøåíèÿ âòîðîé ïðîáëåìû ïîñâÿùåíî
äàííîå ñîîáùåíèå.

Îäíèì èç íîâûõ ìåòîäîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ õðàíå-
íèÿ è àìïëèôèêàöèè ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà, ÿâëÿåòñÿ
òàê íàçûâàåìàÿ FTA® òåõíîëîãèÿ. Ñóòü åå â òîì, ÷òî
ÄÍÊ-ñîäåðæàùàÿ ñóñïåíçèÿ íàíîñèòñÿ íà ñïåöèàëüíî îá-
ðàáîòàííóþ ÄÍÊ-àäñîðáåíòàìè ôèëüòðîâàëüíóþ áóìà-
ãó — FTA-êàðòî÷êó (FTA-Cards, Whatman Inc. Florham
Park, NJ, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå ÄÍÊ-ìàòðèöû â ðåàêöèè ÏÖÐ
èñïîëüçóåòñÿ ÄÍÊ, ýëþèðîâàííàÿ ñ FTA-êàðòî÷êè. Çàäà-
÷åé íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëà ïðåäâàðèòåëüíàÿ
îöåíêà ïåðñïåêòèâ èñïîëüçîâàíèÿ ýòîé òåõíîëîãèè äëÿ
àðõèâèðîâàíèÿ è ìîëåêóëÿðíîãî àíàëèçà ÄÍÊ ìèêðîñïî-
ðèäèé èç îáðàçöîâ ñòóëà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ àíàëèçà ñ ïîìîùüþ òåõíîëîãèè Whatman FTA®
èç 159 îáðàçöîâ ñòóëà (ïî 1 îáðàçöó îò êàæäîãî ïàöèåíòà)
ñëó÷àéíûì îáðàçîì áûëî îòîáðàíî 50 îáðàçöîâ, â 8 èç êî-
òîðûõ ðàíåå áûëè âûÿâëåíû ìèêðîñïîðèäèè ñòàíäàðòíû-
ìè ìåòîäàìè ÏÖÐ è ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè (Sokolova et
al., 2011). Íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî (0.5—0.7 ìì) ñâåæåðàç-
ìîðîæåííîãî (èëè ôèêñèðîâàííîãî 2.5%-íûì K2Cr2O7)
ñòóëà îòáèðàëè äåðåâÿííûì àïïëèêàòîðîì è ðåñóñïåíäè-
ðîâàëè â 1 ìë ñòàíäàðòíîãî ôîñôàòíîãî ñîëåâîãî áóôåðà
(PBS), ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ìàðëþ è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
14 000 g 1 ìèí. Ñóïåðíàòàíò óäàëÿëè, à îñàäîê ðåñóñïåí-
äèðîâàëè â 125—250 ìêë PBS ñ ïîìîùüþ âîðòåêñà, çàòåì
125 ìêë ñóñïåíçèè ðàâíîìåðíî íàíîñèëè íà FTA-êàðòî÷-
êó ñ ïîìîùüþ ìèêðîïèïåòêè. Êàðòî÷êè ñ ñóñïåíçèåé âû-
ñóøèâàëè íà âîçäóõå, ñíàáæàëè ýòèêåòêàìè è õðàíèëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äî èñïîëüçîâàíèÿ â ÏÖÐ â òå-
÷åíèå 30 ñóò è áîëåå. Ïåðåä ïðîâåäåíèåì ðåàêöèè èç êàð-
òî÷åê ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëüíîãî ðåçàêà âûðåçàëè äèñêè
ðàçìåðîì 2 ìì â äèàìåòðå.

Äàëüíåéøóþ îáðàáîòêó äèñêîâ äëÿ ÏÖÐ-àíàëèçà îñó-
ùåñòâëÿëè ïî èíñòðóêöèÿì ðàçðàáîò÷èêà (FTA-Cards,

Whatman Inc. Florham Park, NJ, ÑØÀ). ÄÍÊ ëèáî ýëþèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ FTA Purification Reagent (Whatman),
ëèáî äèñêè íåïîñðåäñòâåííî ïîãðóæàëè â ðåàêöèîííóþ
ñìåñü (1—3 äèñêà íà ÏÖÐ-ïðîáèðêó). Ìèøåíÿìè äëÿ âëî-
æåííîé (nested) ÏÖÐ áûëè âíóòðåííèé òðàíñêðèáèðóå-
ìûé ñïåéñåð (ITS) è ôëàíêèðóþùèå ðåãèîíû ìàëîé (SSU)
è áîëüøîé (LSU) ñóáúåäèíèö ãåíà ðèáîñîìíîé ÄÍÊ. Ñî-
ñòàâ ðåàêöèîííîé ñìåñè, ðåæèì ÏÖÐ, à òàêæå âñå ïîñëå-
äóþùèå ìàíèïóëÿöèè ñ àìïëèêîíàìè (ýëåêòðîôîðåç, âû-
äåëåíèå èç ãåëÿ è ñèêâåíèðîâàíèå) áûëè èäåíòè÷íû îïè-
ñàííûì ðàíåå (Sokolova et al., 2011).

Ý ë å ê ò ð î í í î - ì è ê ð î ñ ê î ï è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç
èñïîëüçîâàëè äëÿ èñêëþ÷åíèÿ ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ
äèàãíîçîâ è ïîäòâåðæäåíèÿ ïðèñóòñòâèÿ ìèêðîñïîðèäèé.
Ïðèìåðíî 1 ìë ñòóëà ðåçóñïåíäèðîâàëè â PBS, ôèëüòðî-
âàëè ÷åðåç ìàðëþ, íåñêîëüêî ðàç ïðîìûâàëè 1 M áóôåðîì
HEPES è îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 800 g. Îñà-
äîê ôèêñèðîâàëè 2.5%-íûì ãëóòàðàëüäåãèäîì â 0.1 M
HEPES è ïîñòôèêñèðîâàëè â 1%-íîì OsO4. Ïîñëå ñòàí-
äàðòíîé ïðîöåäóðû îáåçâîæèâàíèÿ â ñåðèè ñïèðòîâ îñà-
äîê çàêëþ÷àëè â Ýïîí—Àðàëäèò. Ñðåçû òîëùèíîé 80 íì
îêðàøèâàëè öèòðàòîì ñâèíöà è óðàíèë àöåòàòîì è ïðî-
ñìàòðèâàëè â ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå JEOL-3.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

ÄÍÊ ìèêðîñïîðèäèé áûëà óñïåøíî àìïëèôèöèðîâà-
íà ëèøü â 6 îáðàçöàõ èç 50, íàíåñåííûõ íà FTA-êàðòî÷êè,
ïðîòèâ 8 ïîëîæèòåëüíûõ îáðàçöîâ, âûÿâëåííûõ ñòàíäàðò-
íûì ÏÖÐ è (èëè) ìåòîäàìè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè (ñì.
òàáëèöó). Âñå 6 àìïëèêîíîâ, ïîëó÷åííûõ â ÏÖÐ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì FTA-êàðòî÷åê (äàëåå «áóìàæíûé ÏÖÐ»), áûëè
óñïåøíî ñèêâåíèðîâàíû è èäåíòèôèöèðîâàíû ïî äàííûì
Ãåíáàíêà ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû NCBI BLAST. Îäíàêî
òîëüêî â 3 îáðàçöàõ äèàãíîç «áóìàæíîãî ÏÖÐ» ñîâïàë ñ
ðåçóëüòàòàìè ÏÖÐ àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ, âûäåëåííîé
ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì (ñòàíäàðòíûé ÏÖÐ). Â äâóõ ñëó÷à-
ÿõ è «áóìàæíûé», è ñòàíäàðòíûé ÏÖÐ äèàãíîñòèðîâàëè
Encephalitozoon intestinalis; â îäíîì — E. hellem. Â 1 îá-
ðàçöå, êîòîðûé äàë ïîëîæèòåëüíûé îòâåò íà ìèêðîñïîðè-
äèîç â ðåçóëüòàòå òîëüêî ñâåòîîïòè÷åñêîãî, íî íå ñòàí-
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Ðåçóëüòàòû äèàãíîñòèêè ìèêðîñïîðèäèé
â îáðàçöàõ ñòóëà (n = 50) ìåòîäàìè ÏÖÐ

è ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè

Íî-
ìåð

Êîä
ïàöèåíòà

ÏÖÐ-FTAà ÏÖÐ ÑÌá

ýëþàò/äèñêè ñòàíäàðòíûé Êàë/Tð

1 80 –/– Ei +/+

2 81 –/Ei Ei +/+

3 114 Eh/– Eh –/+

4 118 –/Eb — –/+

5 124 Ec/Ec — –/–

6 137 Ei/– Ei –/+

7 140 –/– Ei –/–

8 142 –/– Ei +/+

9 156 –/– Ei +/+

10 157 Ec/Ec Ei +/+

Ïðèì å ÷ à í è å. à Ïðè ïðîâåäåíèè «áóìàæíîãî» ÏÖÐ (ÏÖÐ-FTA;
ýëþàò/äèñêè) ÄÍÊ ýëþèðîâàëè èç êàðòî÷åê ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëü-
íîãî ðåàãåíòà (ýëþàò) ëèáî äèñêè ñ íàíåñåííîé ñóñïåíçèåé îáðàçöà ïî-
ìåùàëè â ÏÖÐ-ïðîáèðêó, áÑÌ— ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ; Êàë/Òð— îêðà-
ñêà Êàëüêîôëîðîì/Òðèõðîìîì. Âèäû ìèêðîñïîðèäèé: Ec —
Encephalitozoon cuniculi, Eh — E. hellem, Ei — E. intestinalis, Eb —
Enterocytozoon bieneusi.

Ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ: ïîïåðå÷íûé ñðåç ñïîðû Enterocyto-
zoon bieneusi èç îáðàçöà ñòóëà.

Ñòðåëêà óêàçûâàåò íà äâîéíîé ðÿä âèòêîâ ïîëÿðíîãî ôèëàìåíòà, õàðàê-
òåðíîé ÷åðòû ýòîãî âèäà. Ìàñøòàáíàÿ ëèíåéêà— 1 ìêì.



äàðòíîãî ÏÖÐ-àíàëèçà; «áóìàæíûé ÏÖÐ» àìïëèôè-
öèðîâàë ãåíîìíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðèíàäëåæàùóþ
Enterocytozoon bieneusi. Â îäíîì ñëó÷àå íàëè÷èå E. cuni-
culi â îáðàçöå áûëî ïîêàçàíî èñêëþ÷èòåëüíî ñ ïîìîùüþ
«áóìàæíîãî ÏÖÐ». Íàëè÷èå ìèêðîñïîðèäèé â ïîñëåäíèõ
äâóõ îáðàçöàõ áûëî ïîäòâåðæäåíî ýëåêòðîííîé ìèêðî-
ñêîïèåé (ñì. ðèñóíîê). Çàðàæåíèå ìèêðîñïîðèäèÿìè 1 îá-
ðàçöà áûëî âûÿâëåíî è ñòàíäàðòíûì, è «áóìàæíûì
ÏÖÐ»-òåñòîì, îäíàêî â ïåðâîì ñëó÷àå ñèêâåíñ àìïëèêî-
íîâ ïîêàçàë ïðèñóòñòâèå E. intestinalis, à âî âòîðîì —
E. cuniculi, ÷òî ãîâîðèò î äâîéíîé èíôåêöèè ó äàííîãî ïà-
öèåíòà, íå âûÿâëåííîé ðàíåå ñòàíäàðòíûì ÏÖÐ (ñì. òàá-
ëèöó).

ÏÖÐ-äèàãíîñòèêà ìèêðîñïîðèäèé ïðàêòè÷åñêè íåâû-
ïîëíèìà â áîëüøèíñòâå êëèíè÷åñêèõ ëàáîðàòîðèé êàê â
Ðîññèè, òàê è â ðÿäå äðóãèõ ñòðàí, òàê êàê äëÿ íåå òðåáó-
þòñÿ äîðîãîñòîÿùåå îáîðóäîâàíèå, ðåàêòèâû, îáó÷åííûé
ïåðñîíàë è ïð. Àëüòåðíàòèâíûå ìåòîäû àìïëèôèêàöèè
(íå òðåáóþùèå èñïîëüçîâàíèÿ äîðîãîñòîÿùèõ àìïëèôè-
êàòîðîâ), òàêèå êàê LAMP (Accelerated loop-mediated iso-
thermal amplification) (Nagamine et al., 2002), ïîêà íàõî-
äÿòñÿ â ñòàäèè ðàçðàáîòêè è íå äàþò ñòàáèëüíûõ ðåçóëü-
òàòîâ ñ ÄÍÊ ìèêðîñïîðèäèé. Äëÿ äèàãíîñòèêè
ìèêðîñïîðèäèé îáðàçöû ñòóëà íåîáõîäèìî ïåðåïðàâëÿòü
èç êëèíèê â íàó÷íûå ëàáîðàòîðèè, ãäå òàêîé àíàëèç ìî-
æåò áûòü âûïîëíåí. «Áóìàæíàÿ» òåõíîëîãèÿ, êîòîðîé ïî-
ñâÿùåíî ýòî ñîîáùåíèå (Whatman FTA technology,
http://www.whatman.com/), áûëà ñïåöèàëüíî ðàçðàáîòàíà
è âíåäðåíà â ïðàêòèêó, ÷òîáû îáëåã÷èòü ñáîð, ïåðåâîçêó è
î÷èñòêó íóêëåèíîâûõ êèñëîò èç ðàçëè÷íûõ áèîëîãè÷å-
ñêèõ ñóáñòàíöèé, âêëþ÷àÿ îáðàçöû êðîâè è êàëà (Jaravata
et al., 2006).

Ýòó òåõíîëîãèþ óæå óñïåøíî èñïîëüçîâàëè äëÿ àíà-
ëèçà ÄÍÊ âèðóñîâ, áàêòåðèé, îäíîêëåòî÷íûõ è ìíîãîêëå-
òî÷íûõ ïàðàçèòè÷åñêèõ è ñâîáîäíîæèâóùèõ æèâîòíûõ è
ðàñòåíèé, à òàêæå êëèíè÷åñêèõ îáðàçöîâ (Lampel et al.,
2000; Orlandi, Lampel, 2000; Beck et al., 2001; Ndunguru et
al., 2005; Jamjoom, Sultan, 2009). Ìåòîä ïîêàçàë õîðîøèå
ðåçóëüòàòû ïðè øèðîêîìàñøòàáíîì ãåíîòèïèðîâàíèè îð-
ãàíèçìîâ, â ÷àñòíîñòè ïðè àíàëèçå ñàéòîâ åäèíè÷íîãî
íóêëåîòèäíîãî ïîëèìîðôèçìà (SNPs) â ðàçíîîáðàçíûõ
ïîïóëÿöèîííûõ è ýïèäåìèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ
(He et al., 2007; Moscoso et al., 2007; Duscher et al., 2009).
Ñïåöèàëüíî îáðàáîòàííàÿ ôèëüòðîâàëüíàÿ áóìàãà áûñòðî
çàõâàòûâàåò è ñòàáèëèçèðóåò ÄÍÊ, ÷òî ïîçâîëÿåò äëè-
òåëüíîå âðåìÿ õðàíèòü ýòó ÄÍÊ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ïðè àäñîðáèðîâàíèè ÄÍÊ íà
FTA-êàðòî÷êè óäàëÿåòñÿ çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî èíãè-
áèòîðîâ ÏÖÐ (Mullen et al., 2009).

Ýòîò ìåòîä áûë óñïåøíî ïðèìåíåí ïðè èçó÷åíèè ðàñ-
ïðîñòðàíåíèÿ è ãåíåòè÷åñêîé âàðèàáåëüíîñòè ìèêðîñïî-
ðèäèè Kneallhazia (=Thelohania) solenopsae èç êîëîíèé îã-
íåííûõ ìóðàâüåâ Solenopsis invicta â Òåõàñå, ÑØÀ (Snow-
den et al., 2002). Ðàáîòà àìåðèêàíñêèõ èññëåäîâàòåëåé,
ïðîâåäåííàÿ íà íàñåêîìûõ, òàê æå êàê è íàøå íåáîëüøîå
èññëåäîâàíèå, ïîêàçûâàåò, ÷òî ÄÍÊ ìèêðîñïîðèäèé õî-
ðîøî àäñîðáèðóåòñÿ íà FTA-êàðòî÷êè, è FTA-ìåòîä ìî-
æåò áûòü èñïîëüçîâàí è â êëèíè÷åñêèõ, è â ïîëåâûõ óñëî-
âèÿõ äëÿ âûäåëåíèÿ è õðàíåíèÿ ãåíåòè÷åñêîãî ìàòåðèàëà
ìèêðîñïîðèäèé.

Â òî æå âðåìÿ ðåçóëüòàòû ïðèìåíåíèÿ «áóìàæíîãî» è
ñòàíäàðòíîãî ÏÖÐ íå âñåãäà ñîâïàäàëè. Ïðè÷èíà òàêîãî
íåñîîòâåòñòâèÿ òðåáóåò àíàëèçà è ïðîâåäåíèÿ ñïåöèàëü-
íûõ èññëåäîâàíèé. Áåç ñîìíåíèÿ, «áóìàæíàÿ» òåõíîëîãèÿ
ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ïåðñïåêòèâíûé ìåòîä äëÿ

èäåíòèôèêàöèè ìèêðîñïîðèäèîçîâ ÷åëîâåêà, îäíàêî ââå-
äåíèå ýòîé òåõíîëîãèè â ðóòèííóþ êëèíè÷åñêóþ ïðàêòè-
êó òðåáóåò äîïîëíèòåëüíîé ðàáîòû ïî îïòèìèçàöèè.
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ON THE USE OF FTA® TECHNOLOGY FOR COLLECTION, ARCHIEVING,

AND MOLECULAR ANALYSIS OF MICROSPORIDIA DNA FROM CLINICAL STOOL SAMPLES
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The FTA® technology was applied for sampling, archiving, and molecular analysis of the DNA isolated
from stool samples to diagnose and identify microsporidia, the intracellular opportunistic parasites which induce
malabsortion syndrome in immunosuppressed humans, particularly in patients with AIDS. Microsporidia DNA
was successfully amplified in 6 of 50 stool samples of HIV-positive patients of the S. P. Botkin Memorial Infec-
tious Disease Hospital (St. Petersburg) applied to FTA cards (FTA-Cars, Whatman Inc. Florham Park, NJ,
USA). Amplicons (the fragments of rDNA) were directly sequenced, and microsporidia species — Encephalito-
zoon intestinalis, E. cuniculi, E. hellem, and Enterocytozoon bieneusi — were identified in Genbank by NCBI
BLAST program. The FTA method of DNA immobilization is especially promising for epidemiological and fi-
eld population studies which involve genotyping of microsporidia species and isolates.

K e y wo r d s: human microsporidia, PCR diagnostics, FTA® technology.
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