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Аннотация
Кокцидиоидомикоз – заболевание, вызываемое микро-
мицетами Coccidioides spp, клинические проявления 
которого варьируют от бессимптомных до тяжелых диссе-
минированных форм. Болезнь эндемична для юго-запада 
США и многих стран Центральной и Южной Америки. 
Ввиду отсутствия специфических симптомов и рентгено-
логической картины постановка диагноза без лаборатор-
ного подтверждения не представляется возможной. Наш 
обзор посвящен современным аспектам лабораторной 
диагностики кокцидиоидомикоза.
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Summary
Coccidioidomycosis is a disease caused by fungi Coccidioides 
spp. Clinical manifestations range from asymptomatic to 
severe disseminated forms. The disease is endemic to the 
southwestern United States and many countries of Central 
and South America. The lack of specific symptoms and X-ray 
picture makes impossible to diagnosis without laboratory 
confirmation. Our review is about the modern features of 
coccidioidomycosis laboratory diagnostics.
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Введение
Кокцидиоидомикоз (КМ) (долинная лихо-

радка или лихорадка долины Сан-Хоакин) – 
системный эндемичный микоз, возникающий 
в результате вдыхания спор – артроконидий – 
почвенных грибов рода Coccidioides [1]. В США 
большинство случаев заболевания КМ реги-
стрируют в штатах Аризона и Калифорния [2-4]. 
Вне США грибы рода Coccidioides встречаются в 
странах Центральной и Южной Америки, таких 
как Мексика, Бразилия, Венесуэла, Гватемала, 
Аргентина, Парагвай, Гондурас, Боливия, а также 
Колумбия [5-8].

Coccidioides spp. является наиболее контагиоз-
ным среди особо опасных микозов. Это связано 
с минимальной инфицирующей дозой, необхо-

димой для заражения макроорганизма, которая 
составляет от 10 до 50 артроконидий [9, 10]. По-
сле инкубационного периода, составляющего от 
7 до 21 суток, грибы рода Coccidioides вызывают 
широкий спектр симптомов, начиная от субкли-
нических респираторных проявлений до тяжелых 
диссеминированных форм [11]. Прогрессирова-
ние заболевания чаще всего регистрируют у лиц 
с ослабленным иммунитетом. Также возможна 
реактивация скрытой инфекции спустя годы 
после инфицирования спорами Coccidioides spp. 
Тяжелые случаи течения инфекции трудно под-
даются лечению и обычно требуют длительной 
противогрибковой терапии [12-14].

Постановка диагноза КМ представляет собой 
комбинацию эпидемиологических, клинических, 
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общелабораторных, микробиологических, гистопа-
тологических и рентгенологических методов [14]. 

Ранняя диагностика КМ является сложной 
задачей ввиду отсутствия патогномоничных 
клинических симптомов [15-16]. Алгоритмы, 
применяемые для лабораторной диагностики 
КМ, в зарубежных странах устанавливают CDC 
(Центр по контролю и профилактике заболева-
ний, США) и ECMM (Европейская конфедерация 
медицинской микологии, Швейцария). Норма-
тивные документы, регламентирующие этапы 
проведения лабораторной диагностики особо 
опасных микозов на территории Российской Фе-
дерации, находятся на стадии разработки.

Микроскопия
При просмотре гистологических препаратов 

наблюдают весьма характерную для возбудителей 
КМ картину – двухконтурные, толстые образова-
ния клеток (сферулы) диаметром в среднем 10-80 
мкм, которые могут быть пустыми или содержать 
эндоспоры (2-4 мкм в диаметре). При световой 
микроскопии используют раствор 10% гидрокси-
да калия для мацерации тканей макроорганизма. 
Окрашивание мазков проводят с помощью ре-
акции Шиффа (PAS), а также с использованием 
методик Гридли и/или Грокотта (GMS). Исполь-
зование флуоресцентных красителей, таких как 
Fungi-Fluor (Calcofluor white staining solution), 
Blancophor или Tinopal UNPA-GX, повышает 
вероятность обнаружения патогена [17].

Мицелиальная форма Coccidioides редко иден-
тифицируется in vivo. В ряде случаев при микро-
скопии клинических образцов, взятых из полост-
ных поражений в легких, возможно обнаружение 
мицелия. Можно предположить, что развитие 
мицелиальной фазы связано с повышенной аэ-
рацией и, как следствие, созданием условий по-
вышенного содержания кислорода [18].

«Прямая» (из предполагаемого очага воспа-
ления) микроскопия наименее чувствительна в 
сравнении с другими методами исследования, и 
отрицательный результат не исключает наличие 
инфекции [19].

При микроскопии культуры в мицелиальной 
фазе Coccidioides spp. обнаруживают разветвленный 
септированный мицелий около 2 мм в диаметре с 
бочкообразными артроспорами, которые череду-
ются с зонами просветления, образуемыми клетка-
ми разобщителями (дизъюнкторами). По мере со-
зревания мицелий распадается, и на концах артро-
спор остаются фрагменты стенки мицелиальных 
клеток – «усики», которые являются характерным 
морфологическим признаком Coccidioides spp. [19].

Микологический (культуральный) метод
В отличие от других эндемичных грибов, 

Coccidioides spp. в мицелиальной фазе хорошо рас-
тет на стандартных микологических средах при 
температуре 26-28°C. Для подавления сопутству-
ющей микробиоты при посеве клинического ма-
териала целесообразно добавление левомицетина 
(хлорамфеникола) и актидиона (циклогексимида). 
Первичный рост колоний беловато-серого цвета 
без пигментации наблюдают на 3-7 сутки. Начиная 
с 5 суток, по мере созревания мицелия, проис-
ходит формирование артроконидий. При более 
длительном хранении культуры могут приобретать 
желтоватый или светло-коричневый оттенок [20].

Тканевую фазу микромицета получают путем 
посева исследуемого образца в жидкую модифи-
цированную среду Конверса, с последующей инку-
бацией в атмосфере углекислого газа (10-20%) при 
температуре 34-41°C [21].

Доказательство диморфизма гриба не является 
обязательным этапом в лабораторной диагностике 
КМ, тем не менее, может служить вспомогательным 
инструментом при идентификации Coccidioides spp.

Основным ограничением культурального 
метода является риск внутрилабораторного 
заражения, поэтому проведение исследования 
возможно только в лаборатории, имеющей со-
ответствующий уровень микробиологической 
безопасности.

Иммунологические методы
Иммуноанализ направлен как на выявление 

специфических антител в сыворотке крови па-
циентов, так и на обнаружение антигенов микро-
мицетов в клиническом материале.

Методы иммунодиагностики, направленные 
на поиск специфических иммуноглобулинов, 
включают в себя иммунодиффузию (РИД), ре-
акцию связывания комплемента (РСК) и имму-
ноферментный анализ (ИФА). Использование 
вышеперечисленных методов в большинстве 
случаев обеспечивает лабораторную основу для 
диагностики КМ, но в то же время имеет ряд 
особенностей [22-24].

РИД и РСК отличаются своей простотой в 
постановке и не требуют наличия специального 
оборудования. Несмотря на возможные пере-
крестные реакции, данные тесты рекомендуют и 
широко используют в диагностике КМ. Противо-
кокцидиоидные гуморальные антитела (IgM и 
IgG) у инфицированного больного не обеспечи-
вают защиту от гриба, но указывают на уровень 
иммунного ответа организма, что может быть ис-
пользовано для диагностики и прогнозирования 
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КМ. Определение антител класса IgM становится 
возможным в острой фазе инфекции, обычно 
между первой (50%) и третьей (90%) неделей от 
начала заболевания. Антитела класса IgG выра-
батываются на более поздних стадиях инфекци-
онного процесса, начиная со 2-й и до 28-й недели 
после начала заболевания, и могут сохраняться 
в течение нескольких месяцев в зависимости от 
тяжести течения КМ [25, 26].

ИФА по сравнению с методами РИД и РСК 
более чувствительный метод диагностики КМ, 
хотя и менее специфичен.

В 2017 году проведены сличительные испы-
тания препаратов для РИД, РСК и ИФА. Уста-
новлено, что ИФА более чувствителен, чем РИД 
или РСК. Чувствительность составила 88 % по 
сравнению с 60 % для РИД и 66 % для РСК [26]. 
При тестировании образцов сывороток паци-
ентов с ослабленным иммунитетом, у которых 
чувствительность РИД была заметно снижена, 
ИФА сохраняла аналогично высокие показатели 
и демонстрировала единичные перекрестные 
реакции с другими эндемичными микозами [26].

Среди трех выпускаемых ИФА тест-систем 
также были проведены сличительные испытания, 
в которых показано преимущество использова-
ния диагностических препаратов производства 
MiraVista [27].

Обнаружение антител к Coccidioides у паци-
ентов в сыворотке крови методом иммунох-
роматографического анализа бокового потока 
(ИХА БП), который недавно получил одобрение 
FDA (Управление по санитарному надзору за 
качеством пищевых продуктов и медикаментов 
в США) для клинического тестирования КМ, 
может быть выполнен в течение 30 минут «у 
постели больного» и не требует наличия специ-
ализированного оборудования и дополнительных 
реагентов [28]. Анализ данных, полученных в ре-
троспективных исследованиях, показал высокую 
чувствительность метода ИХА БП от 93% до 100% 
по сравнению с ИФА, специфичность от 75% до 
99% в сравнении с ИФА и РИД [29]. Возможность 
применения ИХА БП в диагностике диссеминиро-
ванного КМ до сих пор не изучена [30, 31].

У иммунокомпрометированных пациентов и 
(или) пациентов с тяжелыми формами КМ опреде-
ление иммуноглобулинов может быть затруднено 
ввиду нарушения выработки антител, и здесь на 
первый план выходит обнаружение антигенов в 
тканях и биологических жидкостях. Выбор мате-
риала для исследования в таких случаях основыва-
ется на проявлении ведущих симптомов и зависит 
от формы заболевания (гной, мокрота, кровь, 

спинномозговая жидкость, смывы из бронхов, 
экссудаты из плевральной полости, пунктат кост-
ного мозга, реже – испражнения).

Коммерческие наборы, направленные на поиск 
антигенов (полисахаридов) в настоящее время 
базируются на определении видоспецифичных 
1,3-β-D-глюкана (БГ) и галактоманнана (ГЛМ). 

Thompson et al. в своем исследовании сообщи-
ли о результатах тестирования БГ в сыворотке 
больных КМ [32]. Показано, что чувствитель-
ность БГ теста составила 43,9%, специфичность 
– 91,1% и положительная прогностическая цен-
ность – 81,8%. Определено, что такой подход 
может быть полезным при диагностике КМ в 
период до начала выработки специфических 
антител и/или у пациентов с тяжелым течением 
[32]. Схожие данные были получены Zangeneh 
et al. – образцы с высоким титром антигенов 
Coccidioides были почти всегда (> 90% случаев) 
положительные на наличие БГ [33]. 

Специфичный для Coccidioides тест на ГЛМ 
демонстрирует перекрестную реактивность с 
сыворотками крови пациентов с гистоплаз-
мозом и бластомикозом и его пригодность 
для диагностики КМ у иммунокомпетентных 
пациентов с легкой формой заболевания не 
определена [5], тем не менее, его используют 
для подтверждения фунгемии, но значительно 
реже, чем определение БГ.

Кожный тест
Существует мнение, что клеточный иммун-

ный ответ играет решающую роль в контроле 
КМ, и индукция этого ответа обеспечивает 
пожизненный иммунитет и снижает риск даль-
нейшего рецидива. Классическим методом 
оценки клеточного иммунитета является из-
мерение гиперчувствительности замедленного 
типа после внутрикожной инъекции антигена. 
Препарат для кожного теста производят на 
основе тканевой фазы Coccidioides – сферул. Ре-
зультаты реакции оценивают через 24-48 часов 
по образованию папулы и диаметру эритемы 
(уплотнение ≥5 мм считается положительной 
реакцией), что свидетельствует о наличии кон-
такта с патогеном [34].

Молекулярно-генетические методы
Первоначально в диагностике КМ использо-

вали хемилюминесцентные зонды для гибриди-
зации, комплементарные последовательностям 
генов 28S рРНК. Чувствительность метода за-
висела от вида клинического материала и сни-
жалась при исследовании гистологических сре-
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зов, фиксированных в формалине. Метод был 
рекомендован для идентификации диморфных 
грибов, однако авторами отмечались ложно-
положительные результаты при тестировании 
штаммов близкородственных грибов в пределах 
порядка Onygenales [35-37]. 

Первые ПЦР тест-системы для выявления 
возбудителя КМ были разработаны Bialek R. 
et al. [38]. В качестве мишени для отжига прай-
меров авторами выбрана последовательность 
специфичного для Coccidioides spp. пролинобо-
гащенного антигена (Ag2/PRA). 120 штаммов 
Coccidioides spp. и три клинических образца 
были исследованы методом ПЦР в двух вари-
антах – «вложенной» и «в реальном времени». 
Результаты экспериментов показали, что ис-
пользуемые фрагменты гена Ag2/PRA позво-
ляют идентифицировать возбудителя КМ в 
чистой культуре.

Binnicker et al. [39] разработали протокол 
ПЦР в режиме реального времени для обнару-
жения Coccidioides spp. в клинических образцах. 
В качестве ДНК-мишени выбран ITS2 регион. 
Параметры специфичности и чувствительно-
сти варьировали от 98,1% до 100% и от 73,4% 
до 100% соответственно. Широкий диапазон 
показателей авторы объясняли зависимостью 
результата ПЦР от вида исследуемого матери-
ла. При исследовании проб от больных кок-
цидиоидозным менингитом были получены 
противоречивые результаты, которые поста-
вили под сомнение диагностическую ценность 
тест-системы. В дальнейшем Mitchel et al. усо-
вершенствовали протокол ПЦР Binnicker et al. и 
доказали возможность обнаружения Coccidioides 
spp. в спинномозговой жидкости [40]. 

В 2016 году Engelthaler et al. запатентовали 
коммерческую тест-систему для идентификации 
Coccidioides spp. В качестве ДНК-маркера раз-
работчики использовали последовательность 
фрагмента функционального ретротранспозона 
суперсемейства Ty1/сopia, специфичного для 
рода Coccidioides. В результате межлаборатор-
ных сличительных испытаний диагностический 
препарат показал 100% специфичность, чув-
ствительность в диапазоне от 93,8% до 100% и 
100% воспроизводимость и был одобрен FDA 
для диагностики КМ [41].

Масс-спектрометрия
Использование времяпролётной масс-

спектрометрии с матрично-активированной 
лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI–
TOF MS) получило широкое распространение 

в лабораторной диагностике бактериальных 
инфекций [42, 43]. По сравнению со стандарт-
ными методами, MALDI-TOF MS уменьшает 
время, необходимое для идентификации ми-
кроорганизма не только в чистой культуре, но 
и клинических образцах. 

Несмотря на явные преимущества MALDI-
TOF MS, Rychert et al. в своём исследовании 
сообщили об ограниченной возможности ис-
пользования данного подхода для обнаруже-
ния Coccidioides spp. Авторы объясняют это 
отсутствием референсных масс-спектров воз-
будителей КМ как в коммерческих, так и в обще-
доступных базах данных. Среди трех доступ-
ных платформ MALDI-TOF MS – Andromas 
(Andromas SAS, Франция), MALDI Biotyper 
CA System (Bruker Daltonics Inc.) и VITEK MS 
(BioMerieux Inc.), лишь в последней представ-
лены спектры Coccidioides immitis / posadasii [44].

Заключение
Постановка диагноза КМ является актуаль-

ной проблемой ввиду отсутствия характерной 
картины заболевания. Оптимальный метод 
лабораторной диагностики зависит от сроков за-
болевания, клинических проявлений, иммунно-
го статуса пациента, материала, поступившего 
на исследование, и материально-технического 
оснащения лаборатории. 

Несмотря на то, что «золотым стандартом» 
лабораторной диагностики КМ является вы-
деление чистой культуры, проведение миколо-
гических (культуральных) исследований воз-
можно только в лабораториях, имеющих со-
ответствующий уровень микробиологической 
безопасности. Микологический метод трудоем-
кий, занимает много времени и требует навыков 
безопасной работы с микромицетами. 

В качестве вспомогательных в лабораторной 
диагностике КМ используют микроскопию, 
иммунологические и молекулярно-генетические 
методы исследования.

Иммунологические тест-системы являются 
наиболее широко представленными и часто ис-
пользуемыми диагностическими тестами. Тем 
не менее, необходимо помнить о возможности 
получения ложноотрицательного результата на 
ранних стадиях заболевания как в случае поиска 
антител, так и антигенов. 

Описанные и используемые молекулярные 
маркеры C. immitis и C. posadasii, несмотря на 
показанную специфичность и чувствитель-
ность, должны быть проверены на большем 
количестве штаммов, в том числе с атипич-
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ными свойствами. Рядом авторов выдвинуто 
предположение, что микромицеты, выделен-
ные из различных географических регионов, 
могут не детектироваться разработанными 
ПЦР тест-системами ввиду наличия точечных 
мутаций в генах.

MALDI-TOF MS обладает высокой чувствитель-
ностью и пропускной способностью, но в случае 

Coccidioides spp. необходимо увеличение количества 
эталонных спектров и расширение баз данных.

В настоящее время отмечается тенденция к 
разработке новых и усовершенствованию уже 
имеющихся методов лабораторной диагностики 
для обнаружения Coccidioides spp., а также вне-
дрению эффективных и безопасных алгоритмов 
идентификации патогена.
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