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Кокцидиоидомикоз – особо опасное инфекцион-
ное заболевание, вызываемое патогенными грибами 
Coccidioides immitis и C. posadasii. В соответствии 
с действующими санитарно-эпидемиоло ги че ски ми 
правилами возбудители кокцидиоидомикоза относят-
ся ко второй группе патогенности (опасности) [6]. 

Coccidioides spp. – диморфные микромицеты: 
во внешней среде они существуют в виде мицели-
альной (сапробной) формы, а в организме человека 

и животных из мицелиальных элементов образуются 
тканевые (паразитические) формы гриба [9, 21, 26, 
36, 43, 46, 51].

Значимость проблемы кокцидиоидомикоза за 
последние десятилетия возросла не только для тра-
диционно эндемичных регионов Америки, но и для 
стран, где заболевание ранее не регистрировалось. 
Случаи заболевания кокцидиоидомикозом имели 
место в Австралии, Финляндии, Новой Зеландии, 
Великобритании, Индии, Японии, Таиланде. Распро-
странение этого микоза по всему миру связано, в 
первую очередь, с развитием туризма: большинство 
лиц, инфицированных грибами рода Coccidioides, за-
болели случайно при посещении тех стран, где гриб 
присутствует в почве [18, 20, 34, 52]. Кроме того, 
возбудители кокцидиоидомикоза попадают за преде-
лы своего ареала с продуктами растениеводства [23]. 
Особенно высокой опасности заражения подверга-
ются пациенты при пересадке органов от больных 
доноров [15]. И наконец, проблема биотерроризма, 
обострение которой наблюдается в современном 
мире, требует по-новому взглянуть на возможность 
распространения кокцидиоидомикоза [21]. Все это 
указывает на существующую реальную опасность 
завоза в Россию этого возбудителя из эндемичных 
районов. 

Отсутствие средств специфической профилак-
тики кокцидиоидомикоза, а также выраженная ре-
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Схема жизненного цикла Coccidioides spp. 
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зистентность Coccidioides spp. ко многим химиоте-
рапевтическим препаратам требуют пристального 
внимания к этим микроорганизмам, прежде всего с 
диагностических позиций.

Лабораторная диагностика кокцидиоидомикоза 
требует проведения следующих этапов: обнаруже-
ние элементов гриба в патологическом материале; 
выделение культур возбудителей особо опасных ми-
козов в двух фазах (дрожжевой и мицелиальной); из-
учение ответных реакций организма и обнаружение 
антигенов иммуносерологическими методами; вы-
явление и идентификация ДНК грибных патогенов 
молекулярно-генетическими методами.

Первым этапом лабораторной диагностики кок-
цидиоидомикоза является микроскопическое иссле-
дование патологического материала. Данный метод 
имеет большое значение, поскольку гриб из-за боль-
ших размеров своей тканевой формы может быть 
легко обнаружен при достаточной обсемененности 
исследуемых образцов.

Прямому микроскопическому исследованию 
подлежат мокрота, суставная жидкость, гной, оса-
док центрифугата спинно-мозговой жидкости, брон-
хоальвеолярный лаваж [31, 36, 43]. При исследова-
нии мокроты и гноя, в которых в большом количе-
стве содержатся посторонние примеси (лейкоциты, 
гибнущие тучные клетки, пыльца растений и т.д.), 
необходимо так называемое «просветление» пато-
логического материала. Для этого используются 
10 % раствор гидроксида калия или натрия в смеси 
с равным количеством патологического материала 
с последующей экспозицией в течение 10–15 мин. 
Микроскопия с КОН – самый распространенный, 
быстрый и доступный метод, но требует хорошей 
подготовки персонала для идентификации микро-
организмов. Гораздо большей чувствительностью и 
специфичностью обладает метод окраски с калькоф-
люоровым белым. Это преимущество обусловлено 
способностью красителя связываться с хитином и 
целлюлозой клеточной стенки грибов, однако воз-
можно неспецифичное связывание с растительным 
материалом, а также жирными кислотами. Окраска 
метенамином серебра по Грокотту – наиболее чув-
ствительный метод исследования гистологических 
препаратов, но, возможно, избыточное окрашивание 
препаратов, вследствие чего маскируются некоторые 
внутриклеточные структуры, такие, например, как 
эндоспоры внутри сферул. При гистологическом ис-
следовании клинического материала применяются 
также такие виды окраски, как PAS-реакция и окра-
ска гематоксилин-эозином. Иногда используют ме-
тод Гимза, Папаниколау и окраску муцикармином, 
но чувствительность этих методов значительно усту-
пает вышеописанным [54]. Окраска по Граму не ис-
пользуется.

Зрелые сферулы легко распознаются в нативном 
препарате и без окраски по их толстой преломляю-
щей свет оболочке и наличию эндоспор. Хорошие 
результаты получены при обработке патологического 

материала глицерином. Сферулы более рельефно вы-
деляются на фоне лейкоцитов, которые, мацерируясь 
в глицерине, становятся более светлыми, в то время 
как оболочка сферул, как бы уплотняясь, выступает 
более отчетливо. Исследование в воде или физиоло-
гическом растворе также дает вполне удовлетвори-
тельные результаты, но при этом быстрее происходит 
подсыхание препарата [1, 2, 3, 4].

Для обнаружения сферул в пробах клиниче-
ского материала можно использовать также метод 
флуоресцирующих антител, обеспечивающий по-
лучение предварительного ответа в течение 1–2 ч 
от момента поступления проб на исследование. 
Видоспецифические флуоресцирующие иммуно-
глобулины интенсивно окрашивают толстую обо-
лочку сферул и слабо – содержащиеся внутри них 
эндоспоры [4]. 

Сферулы, обнаруженные на трофоцитарной 
стадии развития, необходимо дифференцировать 
от возбудителей криптококкоза, бластомикоза и др. 
Следует также отметить, что сходные по морфологии 
сферулы образуют Rhinosporidium seeberi, Emmonsia 
parva и Emmonsia crescens [45]. Кроме того, незре-
лые сферулы с тонкими стенками и недифференци-
рованной протоплазмой трудно отличить от пылевых 
клеток, зернистых лейкоцитов, капель жира и других 
клеточных образований.

Единственно надежным критерием для под-
тверждения кокцидиоидной природы сферул явля-
ется их прорастание в мицелий. Наилучшие условия 
для быстрого прорастания сферул (в первые 24 ч) 
создаются при инкубации раздавленных на предмет-
ном стекле и запарафинированных по краю покров-
ного стекла препаратах с добавлением пенициллина 
и стрептомицина [1].

Наряду со сферулами в патологическом мате-
риале иногда удается обнаружить мицелий в виде ко-
ротких и длинных нитей. Такие находки выявляются 
при исследовании смыва из каверн [4].

Выделение чистой культуры Coccidioides spp. 
из клинического материала является наиболее важ-
ным методом диагностики и позволяет окончательно 
установить диагноз кокцидиоидомикоза. 

Исследования, проводившиеся внутри эндемич-
ных зон, показали, что чаще всего положительные 
результаты регистрируются при культуральном ис-
следовании образцов, полученных из дыхательных 
путей. При этом Coccidioides spp. наиболее часто 
выделяются из бронхоальвеолярного лаважа (53 %). 
Культуры из мокроты выделяются только в 20 % слу-
чаев [11, 48].

Грибы Coccidioides spp. могут расти на различ-
ных селективных и неселективных средах [36, 48, 49]. 
Для выращивания мицелиальной формы гриба обыч-
но применяют агар Сабуро с добавлением антибакте-
риальных антибиотиков широкого спектра действия, 
чаще левомицетина (хлорамфеникола), который по-
давляет рост посторонних грибов, но не влияет на 
рост Coccidioides spp. [6]. Гриб может расти также на 
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мясопептонном агаре с добавлением дрожжевого экс-
тракта, мясопептонном бульоне с глюкозой, сердечно-
мозговом агаре. Гриб развивается медленно, первые ко-
лонии появляются обычно через 3–4 дня, а конидиоге-
нез наблюдается спустя 14 дней после посева. Однако 
интенсивность развития грибов рода Coccidioides на 
питательных средах различна, и для некоторых штам-
мов начало роста наступает на 10–16-й день [20], или 
даже через 1–2 месяца. 

По характеру роста культуры C. immitis и C. pos-
adasii мало чем отличаются от ряда других мицели-
альных грибов: рыхлый, местами редкий, бесцветный 
или серовато-беловатый мицелий с мучнистым нале-
том при споруляции [1, 3, 53]. С возрастом колонии 
приобретают коричневатый или желто-коричневый 
оттенок. Это ориентировочные призна ки для отбора 
колоний подозрительных культур. 

На жидких средах рост возбудителей кокцидио-
идомикоза происходит несколько быстрее. При пере-
севах на жидкие сре ды удается обогатить культуру, 
что облегчает развитие грибов на плотных средах. 

При микроскопическом исследовании культур 
Coccidioides spp. обнаруживается разветвленный 
септированный мицелий примерно 2 мм в диаметре 
с бочкообразными артроспорами, которые чередуют-
ся с зонами просветления, образуемыми клетками-
разобщителями (дизъюнкторами). По мере созре-
вания мицелий распадается, и на концах артроспор 
остаются фрагменты оболочки (стенки) мицелиаль-
ных клеток, образуя так называемые «усики» или 
орнамент, которые являются характерным признаком 
именно возбудителя кокцидиоидомикоза.

Выросшие колонии Coccidioides spp. необходимо 
дифференцировать от других мицелиальных грибов, 
продуцирующих артроспоры. Для этого используют 
экзоантигенный тест на основе специфических анти-
тел, который позволяет выявлять в фильтрате мице-
лиальной культуры экзоантиген CSA (Coccidioides-
specific antigen), а также молекулярные методы [21]. 
Иммунологические и молекулярно-генетические 
методы исследования позволяют, кроме того, решить 
проблему идентификации атипичных культур, утра-
тивших способность к артроспорообразованию.

Для окончательной идентификации Coccidioides 
spp. требуется подтверждение диморфизма выде-
ленного гриба. Для этого необходимо добиться про-
растания мицелиальной формы Coccidioides spp. в 
сферулы in vitro или in vivo. Сферульную форму in 
vitro получают при посеве клинического материала 
на жидкую модифицированную среду Конверса, с 
последующей инкубацией в атмосфере углекислого 
газа (10–20 %), in vivo – заражением биопробных жи-
вотных (белые мыши, морские свинки) мицелиаль-
ной формой патогена. 

Выделение культуры Coccidioides spp. или ги-
стологическая идентификация микромицета в ткани 
позволяют окончательно установить диагноз кокци-
диоидомикоза. Однако серологические методы так-
же занимают важное место в диагностике.

При тяжелых формах диссеминированного кок-
цидиоидомикоза используют методы обнаружения 
антигенов в пробах клинического материала (гной, 
мокрота, кровь, спинно-мозговая жидкость, смывы 
с бронхов, экссудаты из плевральной полости, пун-
ктат костного мозга, биопсированные кусочки тка-
ней из очагов поражения, реже – моча, испражне-
ния) [38, 41, 42]. 

В зависимости от характера исследуемого мате-
риала проводят выбор диагностических средств для 
той или иной серологической реакции.

Серологические реакции с эритроцитарными 
диагностикумами (иммуноглобулиновым или анти-
генным) применяют на всех этапах лабораторной 
диагностики микоза. Для обнаружения антигена ис-
пользуют двухкомпонентную РНГА с иммуноглобу-
линовым эритроцитарным препаратом или трехком-
понентную реакцию нейтрализации антител (РНАт) 
с антигенным диагностикумом. Поиск специфиче-
ских антител в сыворотках больных людей осущест-
вляется с помощью двухкомпонентной РНГА с анти-
генным эритроцитарным препаратом или трехкомпо-
нентной реакции нейтрализации антигена (РНАг) с 
иммуноглобулиновым эритроцитарным диагности-
кумом [1, 4].

При поиске специфических антител исследуют 
сыворотки больных людей, реже – спинно-мозговую 
жидкость, полученные в различные сроки от момен-
та клинических проявлений заболевания.

В настоящее время наибольшую прогностиче-
скую и диагностическую ценность имеет определе-
ние антител к двум антигенам Coccidioides spp. – ТР 
(tube precipitin) и CF (complement fixation). Появление 
ТР антител, относящихся, главным образом, к классу 
IgM, связано с развитием первичного острого кок-
цидиоидомикоза, в течение первой недели TP анти-
тела можно зарегистрировать у 50 % больных, а на 
третьей неделе – у 90 %. CF антитела принадлежат 
классу IgG, нарастание их титра происходит на ста-
дии хронической диссеминации заболевания [36, 37, 
41, 42, 48]. 

Серодиагностическая значимость определения 
IgM преципитиновых антител была определена еще 
в начале ХХ века Smith et al. с помощью теста про-
бирочной преципитации [29]. Huppert et al. [29] поз-
же разработали иммунодиффузионный метод, кото-
рый не потерял своей актуальности и до настоящего 
времени. Основное преимущество реакции имму-
нодиффузии (РИД) состоит в том, что по характеру 
линий преципитата можно выявить специфические 
системы антиген-антитело [42], однако чувствитель-
ность метода невысока и для его проведения требу-
ется несколько суток [41, 42, 48]. Подобных недо-
статков лишены такие методы, как реакция латекс-
агглютинации (РЛА) и иммуноферментный анализ 
(ИФА), причем ИФА, получивший широкое распро-
странение в последние годы, является наиболее чув-
ствительным способом детекции антител [21]. Тем 
не менее, при проведении РЛА или ИФА возможны 
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ложноположительные результаты, поэтому всегда 
требуется подтверждение иммунодиффузионным 
методом.

С помощью РИД можно определять также и на-
личие в сыворотке IgG. Детектируемые титры CF 
антител развиваются со второй недели заболевания и 
могут сохраняться в течение всего периода развития 
болезни.

Для количественного анализа уровня CF анти-
тел используется реакция связывания комплемента 
(РСК), которая позволяет, во-первых, оценить эф-
фективность лечения, а также обеспечивает важной 
прогностической информацией. Титр РСК 1:2 или 
1:4 указывает на благоприятный исход болезни, титр 
1:16 или более свидетельствует о развитии диссеми-
нированной формы заболевания. Чаще всего РСК ис-
пользуется при диагностике кокцидиоидного менин-
гита [41, 42, 55].

Важным преимуществом РСК, по сравнению 
с РИД, является большая чувствительность, однако 
известен высокий уровень перекрестных реакций 
с сыворотками больных гистоплазмозом и бласто-
микозом [48, 55], напротив, РИД на агарозном геле 
высоко специфична, но имеет меньшую чувствитель-
ность и требует концентрирования исследуемых об-
разцов [41, 55].

При тяжелой иммуносупрессии могут отмечать-
ся низкие титры CF антител или их отсутствие [14, 
19, 33].

В настоящее время наиболее чувствительным 
является ИФА (83–87 %), однако при его использова-
нии возможны ложноположительные результаты.

В качестве альтернативных способов выявления 
и идентификации грибных патогенов, в том числе и 
возбудителя кокцидиоидомикоза, в последнее вре-
мя все более активно используются молекулярно-
генетические методы, основанные на анализе генома 
[9, 10, 15, 22, 36, 47]. 

Одним из первых методов генодиагностики стал 
метод ДНК-ДНК гибридизации. В настоящее вре-
мя для идентификации микромицетов используют 
меченные акридином ДНК-зонды на основе генов 
рибосомальной РНК. Для обнаружения возбудите-
ля кокцидиоидомикоза применяют коммерческий 
препарат AccuProbe, США. Данный метод оказался 
достаточно чувствительным (104–105 клеток), специ-
фичным и быстрым в исполнении [9, 28]. 

Однако методы ДНК-ДНК гибридизации име-
ют ряд недостатков и ограничений, связанных с 
перекрестной гибридизацией, трудоемкостью ис-
следования и скорее направлены на идентификацию 
выделенных культур микроорганизмов, а не для ис-
следования клинических образцов, таких как брон-
хоальвеолярный лаваж, спинно-мозговая жидкость, 
биоптаты органов, кровь [8].

Среди новых средств диагностики микозов сле-
дует выделить методы, основанные на полимеразной 
цепной реакции (ПЦР), которая позволяет выявлять 
патогены при отсутствии этапа культивирования 

микроорганизмов. При разработке ПЦР-систем для 
идентификации возбудителей микозов в качестве 
ДНК-мишени часто использовались последователь-
ности рибосомальных генов (18S рРНК, 5,8S рРНК, 
а также ITS1 и ITS2 регионов). Преимуществом дан-
ных матриц для ПЦР является их консервативность и 
мультикопийность [39]. 

М.Lindsley et al. [35] для выявления медицински 
значимых грибов разработали ПЦР-тест-сис тему на 
основе панфунгальных последовательностей спей-
серных областей ITS1–ITS4 региона. Последующая 
идентификация грибов проводилась видоспецифиче-
скими ДНК-зондами, полученными на основе ITS2 
регионов [35]. В качестве метки использовали ди-
гоксигенин или биотин. ПЦР ампликоны выявляли 
колориметрически с помощью иммуноферментного 
анализа. Чувствительность метода составляла 1,2 рg 
ДНК. Однако, вследствие необходимости проведе-
ния двух этапов идентификации ампликонов, повы-
шается риск контаминации, а также удлиняются сро-
ки получения результатов. Кроме того, наблюдались 
перекрестные реакции ДНК-зонда для выявления 
Blastomyces dermatitidis с ДНК возбудителей кокци-
диоидомикоза и у зонда для обнаружения Histoplasma 
capsulatum – с ДНК Candida albicans.

D.R.Green et al. [27] сконструировали видоспе-
цифичные праймеры на основе ITS последователь-
ностей рибосомальной ДНК, обозначенные ITS C1A 
и ITSC2. Данные праймеры они использовали для 
детекции кокцидиоидной ДНК в пробах почвы энде-
мичных регионов. В последующем, S.Johnson et al. 
[32] с использованием этих же праймеров обнаружи-
вали ДНК гриба в сыворотках крови эксперименаль-
но зараженных мышей и больных кокцидиоидомико-
зом людей. Чувствительность праймеров была высо-
кой и составляла 10–100 fg ДНК (323–3230 геномных 
копий, в перерасчете на известный размер генома в 
28,2 Мb) при окраске геля Vistra Green и 1 рg ДНК 
при окраске геля этидиум бромидом. Однако при ис-
следовании 90 сероположительных проб сывороток 
больных людей положительный результат в ПЦР на-
блюдался лишь в 6 случаях [32]. 

В то же время при использовании праймеров, 
сконструированных на основе рибосомальных ге-
нов, существует вероятность получения ложнопо-
ложительных результатов в реакции амплификации. 
Так, при сравнении нуклеотидных последовательно-
стей генов 18S рРНК и 5,8S рРНК, а также ITS1 и 
ITS2 регионов выявлена высокая степень гомологии 
Chrysosporium keratinophilum с C. immitis.

Анализ данных литературы указывает на не-
обходимость проведения секвенирования всех про-
дуктов амплификации, если в ПЦР-тест-системе 
используются праймеры, разработанные на основе 
фрагментов рибосомальных генов возбудителей кок-
цидиоидомикоза. 

В настоящее время существует коммерческая 
система идентификации микроскопических грибов – 
MicroSeq® D2 LSU rDNA Fungal Identi fication System 
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(Applied Biosystems, США). Данная система основана 
на секвенировании D2 региона гена LSU 26S рибосо-
мальной РНК, присутствующего у всех микромице-
тов. Нуклеотидный состав данной области генома, 
зависит от таксономической принадлежности гриба. 
В рабочей базе данных, которая ежегодно пополняет-
ся, представлено более 1000 секвенированных после-
довательностей мицелиальных грибов, что позволяет 
расширить возможности диагностического поиска. 

Для диагностики кокцидиоидомикоза в качестве 
ДНК-мишени, наряду с рибосомальными генами, 
использовались и гены, кодирующие видоспецифи-
ческие белки. S.Pan и G.Cole на основе последова-
тельности гена, кодирующего 19 кДа специфичный 
белок (cag), сконструировали праймеры для иден-
тификации C. immitis и рекомендовали их для раз-
работки амплификационной тест-системы [25, 40]. 
Эти праймеры отличались высокой специфично-
стью и чувствительностью. Нижний предел чув-
ствительности реакции составлял 1 рg ДНК C. im-
mitis. Однако данные олигонуклеотидные затравки 
не были протестированы для выявления возбуди-
теля кокцидиоидомикоза при исследовании проб 
биологического материала и объектов окружающей 
среды. [24]. В наших исследованиях проведен ана-
лиз нуклеотидных последовательностей гена, ко-
дирующих этот белок, обозначенный Coccidioides-
specific antigen (CSA), обоих возбудителей кокциди-
оидомикоза. Как оказалось, данный антиген с моле-
кулярной массой 19 кДа (cag) (Genbank AAB00101), 
кодируется геном C. posadasii (Genbank L36551, 
AY158466). При сравнении нуклеотидных после-
довательностей и, следовательно, специфичности 
выбранных олигонуклеотидных затравок с по-
мощью программы BLASTn на веб-сайте (www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) Национального Центра 
Биотехнологической Информации в режиме on-line 
выявлена 100 % гомология как данного гена, так и 
предложенной пары праймеров ДНК C. posadasii с 
ДНК C. immitisi RS (Genbank, AEC03000001), т.е. 
данные праймеры оказались родоспецифичными 
для Coccidioides spp. 

Разделение двух видов возбудителей кокцидиои-
домикоза на C. immitisi и C. posadasii стимулировало 
работы по поиску ДНК-мишеней, на основе которых 
возможна дифференциация этих возбудителей. Так, 
R.Bialek et al. сконструировали праймеры на ген, ко-
дирующий пролин – богатый иммунодоминантный 
белок клеточной стенки Аg2/PRA [12]. На его осно-
ве удалось разработать гнездную ПЦР для иденти-
фикации C. posadasii. Несмотря на то, что в геноме 
возбудителя кокцидиоидомикоза содержится только 
одна копия данного гена, чувствительность этой ре-
акции при использовании гнездной ПЦР составила 
единичные клетки, а специфичность – 100 % [30, 
44]. Однако данная тест-система была апробирована 
только при исследовании биопсийных образцов тка-
ней легкого, пораженных C. posadasii. Данные о воз-
можности детекции C. immitis с помощью этой тест-

системы авторами не представлены. Позднее было 
выяснено, что данный ген консервативен как среди 
калифорнийской (C. immitisi), так и не калифорний-
ской популяции (С. рosadasii) [30].

Из флуоресцентных методов детекции для об-
наружения возбудителей кокцидиоидомикоза при-
меняются методики с использованием 2 зондов с 
резонансным переносом энергии (LightCycler as-
say). В качестве ДНК-мишеней для выявления воз-
будителей кокцидиоидомикоза были выбраны спей-
серные области рибосомальных генов, а для обна-
ружения микромицетов вида C. posadasii – участок 
гена, кодирующего антиген, обогащенный пролином  
(Ag2/PRA) [12, 13].

K.W.Sheff et al. [50] для дифференциации 
C. immitisi и C. posadasii предложена технология 
TaqMan-ПЦР в формате реального времени. Данный 
методический прием с амплификацией фрагментов 
4 ДНК-мишеней, обозначенных авторами пролин 
157, пролин 174, гексокиназа 149 и глюкозо-синтаза 
192, в которых детектировались единичные нуклео-
тидные замены (SNP), для дифференциации двух 
микромицетов рода Coccidioides был использован и 
при анализе штаммов, выделенных от больных кок-
цидиоидомикозом Мексики [17]. 

Для идентификации и дифференциации грибов 
рода Coccidioides нами разработаны амплификаци-
онные тест-системы, предназначенные для выявле-
ния нуклеотидных последовательностей гена MBP-1 
(macrophage binding protein), детерминирующего 
макрофагсвязанный белок и SOWgp82 гена (spher-
ule outer wall glycoprotein), кодирующего иммуно-
доминантный гликопротеин внешней стенки сферул 
данных микромицетов. В этих тест-системах оли-
гонуклеотидные праймеры CimMBP1s-CimMBP2as 
обеспечивали специфическую амплификацию фраг-
ментов ДНК обоих возбудителей кокцидиоидоми-
коза, а праймеры CpSOW82s-CpSOW82as – только 
С. posa dasii [8]. 

Фенотипических признаков, с помощью кото-
рых можно было бы дифференцировать C. immitis 
и C. posadasii, до настоящего времени не установ-
лено. Лишь на основании генотипирования удалось 
разделить все исследуемые штаммы на 2 большие 
генетические группы – калифорнийскую и не ка-
лифорнийскую (в последующем на C. immitis и 
С. posadasii, соответственно) [16, 24, 25]. В рабо-
те M.C.Fisher et al. для внутривидового типирова-
ния штаммов возбудителей кокцидиоидомикоза 
использовали ДНК-маркеры, основанные на вы-
явлении единичных нуклеотидных замен (SNPs) в 
вариабельных участках ДНК [25]. Поэтому, исполь-
зуя молекулярно-генетические методы, нами была 
проведена работа по генетическому типированию 
и определению видовой принадлежности штаммов 
Coccidioides spp. из коллекции ВолгоградНИПЧИ 
Роспотребнадзора. В работе M.C.Fisher et al. [25] 
было показано, что при секвенировании локуса bl 
у штаммов C. immitis в результате замены нуклео-
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тида в этом локусе отсутствует полиморфный сайт 
рестрикции. Мы использовали амплификацию ло-
кусов bl, Vl, z с последующим гидролизом получен-
ных ампликонов эндонуклеазой рестрикции Hinf I. 
Детекцию аллельных вариантов SNPs проводили с 
помощью метода ПЦР-SSCP-анализа однонитево-
го конформационного полиморфизма ДНК, ПЦР-
ПДРФ и секвенирования. 

Полученные результаты генотипирования сви-
детельствовали о генетическом разнообразии штам-
мов возбудителей кокцидиоидомикоза, находящихся 
в коллекции ВолгоградНИПЧИ. В одну кластерную 
группу вошли 15 штаммов, которые соответствовали 
генотипу некалифорнийской группы (С. posadasii). 
В ДНК остальных одиннадцати штаммов методами 
ПЦР-ПДРФ, ПЦР-SSCP и секвенирования были вы-
явлены полиморфные нуклеотидные замены, харак-
терные для генотипа калифорнийской группы, что 
позволило идентифицировать их как вид C. immitis. 
Следует отметить, что результаты генотипирования 
полностью совпадали с результатами ПЦР с исполь-
зованием сконструированных праймеров CimMBP1s-
CimMBP2as и CpSOW82s-CpSOW82as и подтверж-
дали их специфичность.

Работа выполнена по государственному кон-
тракту № 54-Д/3 от 20.08.2010 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «Национальная 
система химической и биологической безопасности 
Российской Федерации (2009–2013 гг.).
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