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гистоплазмоз – системный микоз, который распространен по всему миру. наибольшая встречаемость болезни 
описана на американском континенте, но она также отмечается в китае, индии, Юго-восточной азии, африке, 
австралии и европе. клинические синдромы гистоплазмоза не специфичны и у большинства иммунокомпетент-
ных индивидуумов не проявляются или отмечаются в виде легкой гриппоподобной болезни. у иммунокомпро-
метированных пациентов, особенно у больных спидом, может развиваться тяжелая и смертельная инфекция в 
связи с диссеминацией возбудителя во многие органы. этиологический агент гистоплазмоза – диморфный гриб 
Histoplasma capsulatum, который обитает в почве, контаминированной выделениями птиц или летучих мышей. 
установлены три биологических варианта этого гриба: H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var. duboisii 
и H. capsulatum var. farciminosum. генетические отличия отмечены среди штаммов из различных регионов мира. 
основные молекулярные методологии для генетического типирования гриба базируются на выявлении днк. они 
являются важным инструментом идентификации возможных источников инфекции при вспышках гистоплазмо-
за. генетические профили изолятов H. capsulatum от летучих мышей и людей помогли установить распределе-
ние болезни в определенных эндемичных регионах. традиционная диагностика гистоплазмоза проводится путем 
культурального и микроскопического исследования образцов из респираторного тракта и биологических жидко-
стей. однако эти приемы дают положительные результаты только в 50 % случаев. в последние два десятилетия на 
основе технологии пцр разработаны подходы по выявлению H. capsulatum в клинических образцах с помощью 
различных молекулярных мишеней. их использование для подтверждения диагноза может существенно сокра-
тить сроки анализа. молекулярные методы обладают высокой специфичностью и чувствительностью, а также 
уменьшают риск инфицирования персонала лаборатории. в данном обзоре авторы обсудили недавно опублико-
ванные данные об использовании основных молекулярных методов для диагностики гистоплазмоза.
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Abstract. Histoplasmosis is a systemic fungal disease that occurs worldwide. The highest incidence of the disease 
is reported on the American continent. It also occurs in China, India, South-Eastern Asia, Africa, Australia and Europe. 
Clinical syndromes of histoplasmosis are not specific and in most cases immunocompetent individuals are asymptomatic 
or present mild influenza-like disease. Immunocompromised patients especially individuals with AIDS, can develop a 
severe and fatal disease due to fungal dissemination to many organs. Etiological agent of histoplasmosis is the dimorphic 
fungus Histoplasma capsulatum, which inhabits the soils contaminated with bird or bat droppings. Three biological va-
rieties are considered for this fungus: H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var. duboissii and H. capsulatum 
var. farciminosum. Genetic differences are observed among H. capsulatum strains from diverse regions of the world. The 
main molecular methodologies for genetic typing of fungi are based on DNA fingerprinting. They have been an important 
instrument to identify possible sources of infection in outbreaks of histoplasmosis. Genetic profiles of H. capsulatum, 
isolated from bats and humans, helped to understand the distribution of the disease in certain endemic regions. The con-
ventional diagnosis of histoplasmosis is performed by means of cultural and microscopic examination of samples from 
the respiratory tract and biologic fluids. However, these techniques yield positive results in only 50 % of cases. In the last 
two decades, approaches for the detecting of H. capsulatum in clinical samples, using different molecular targets, based 
on PCR assay have been developed. Their use can shorten the time span of analysis for diagnosis confirmation. Molecular 
methods have high specificity and sensitivity and reduce the risk of infection for the laboratory personnel. In this study 
we reviewed the recently published data on the use of main molecular methods for diagnosis of histoplasmosis.
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цель работы – оценка молекулярных методов 
диагностики гистоплазмоза на основе современных 
данных. 

инфицированность людей в мире эндемичес-
кими микозами (гистоплазмозом, кокцидиоидоми-
козом, бластомикозом, паракокцидиоидомикозом) 
постоянно возрастает. возбудители этих микозов – 
первичные патогены и, в отличие от оппортунисти-
ческих грибов, вызывают заболевания не только у 
иммунокомпрометированных, но и у иммунокомпе-
тентных субъектов. общим для всех возбудителей 
эндемических микозов является их диморфизм, т.е. 
существование во внешней среде в мицелиальной, а 
в организме инфицированных людей и животных – в 
дрожжевой (тканевой, паразитической) фазе.

гистоплазмоз – самый распространенный из эн-
демических микозов. ежегодно в мире регистриру-
ют более 500 тыс. инфицированных гистоплазмозом 
людей [1]. наибольший уровень заболеваемости ре-
гистрируют в сШа (долины рек огайо и миссисипи) 
и в латинской америке [2, 3]. эндемичные регионы 
выявлены в странах азии (индия, кнр, таиланд) 
[4–8]. недавно описаны случаи индигенного гисто-
плазмоза в Южной корее [9]. заболевание выявлено 
в некоторых африканских странах, преимуществен-
но у вич-инфицированных [10, 11]. аутохтонные 
случаи гистоплазмоза в европе редки, однако за-
фиксированы в испании, италии, германии, турции 
[12, 13]. Факторы, обуславливающие определенное 
географическое распределение гистоплазмоза в 
мире, слабо изучены, но они, как правило, связаны 
с умеренной температурой воздуха и наличием почв, 
содержащих гуано летучих мышей или экскремен-
ты птиц [1]. гистоплазмоз встречается у различных 
видов млекопитающих [14]. инфицирование проис-
ходит при ингаляции спор (микроконидий). развитие 
диссеминированной формы чаще происходит у субъ-
ектов с иммуносупрессией [15, 16].

на основе фенотипической характеристики род 
Histoplasma разделен на три варианта одного вида: 
H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var. 
duboisii и H. capsulatum var. farciminosum. наиболее 
широко распространен вариант capsulatum. вариант 
duboisii ограничен тропическими зонами в африке, а 
вариант farciminosum встречается в европе, северной 
африке, индии и Юго-восточной азии, вызывая за-
болевание лошадей и мулов (эпизоотичес кий лим-
фангоит), но не человека [17].

Таксономия. с помощью методов генотипи-
рования, таких как RFLP (restriction fragment length 
polymorphism), днк-гибридизация, RAPD (random 
amplified polymorphic DNA) и секвенирования ITS-
1-5, 8S-ITS2 (internal transcribed spacers) выявлено 
значительное генетическое разнообразие изоля-
тов H. capsulatum, частично связанное с географи-
ческим распространением [18]. установлено, что 
H. capsulatum s. l. является комплексом, состоящим, 
по меньшей мере, из восьми клад, определенных 
как австралийская, нидерландская, евразийская, 

северо-американская (классы 1 и 2 – NAm1, NAm2), 
латино-американская (группы а и в – LAmA, LAmB) 
и африканская. за исключением евразийской, эти 
клады представляют филогенетические виды. при 
исследовании популяционной структуры H. capsu-
latum с применением набора разнообразных мето-
дов обнаружены еще шесть дополнительных фило-
генетических видов внутри клад LAmA и LAmB 
(LAmA1, LAmA2, LAmB1, LAmB2, RJ и BAC-1) 
[17]. криптический вид BAC-1 включает только изо-
ляты от мигрирующих видов летучих мышей [19]. 
кроме того, результаты молекулярного исследова-
ния изолятов, полученных от кошек, обитающих вне 
известных эндемических регионов гистоплазмоза, 
показали, что они наиболее близки к кладе NAm1, 
но представляют отдельный кластер [20].

Традиционные методы диагностики. тради-
ционная диагностика гистоплазмоза включает 
микроскопию дрожжевых клеток гриба размером 
2–4 мкм для var. capsulatum и 6–12 мкм – для var. 
duboisii в тканях или биологических жидкостях. 
чаще клетки располагаются внутри мононуклеар-
ных фагоцитов (макрофаги, моноциты), но могут 
обнаруживаться и внеклеточно. культивирование 
гриба лишь в 50 % дает положительные результаты, 
в основном при исследовании больных с диссеми-
нированной или хронической легочной формами ги-
стоплазмоза [22]. для получения и идентификации 
изолятов требуются длительные сроки (до четырех 
недель). в целях ускоренной диагностики может 
быть использовано выявление в биологических жид-
костях (сыворотка, моча) специфического антигена 
(галактоманнана) H. capsulatum, но, как правило, 
его обнаруживают лишь при диссеминированном 
гистоплазмозе [23]. возможны ложноположитель-
ные реакции у больных другими эндемическими 
микозами [24]. серологические тесты для выявле-
ния антител к H. capsulatum также достаточно часто 
сопровождаются перекрестными реакциями с неко-
торыми грибами (Blastomyces spp., Paracoccidioides 
spp., Coccidioides spp.) и Mycobacterium tuberculosis 
[25]. антитела регистрируют через 4–8 недель пос-
ле острой инфекции, но они могут отсутствовать у 
больных с иммуносупрессией, особенно у реципи-
ентов трансплантируемых органов [26].

Применение молекулярных методов в диагно-
стических и эпидемиологических исследованиях. 
применение молекулярных методов является аль-
тернативой существующих способов диагностики 
гистоплазмоза. попытки повышения чувствитель-
ности и специфичности диагностических приемов в 
значительной степени связаны с улучшением спосо-
бов выделения нуклеиновых кислот гриба. в настоя-
щее время молекулярные методы идентификации 
H. capsulatum, в основном варианты полимеразной 
цепной реакции (пцр), играют существенную роль 
в диагностике, хотя во многих случаях отсутствует 
надежная стандартизация метода. в публикациях 
не всегда приводятся данные о выборе объекта ис-
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следования, метода экстракции нуклеиновых кислот, 
мишени для амплификации. так, L. Sampaio et al. 
[27] показали, что при оценке трех методов экстрак-
ции днк для постановки пцр наилучшим оказался 
способ на основе коммерческих силикомембран.

для исследования в пцр клинического материа-
ла от больных гистоплазмозом предложено несколь-
ко молекулярных мишеней [28–30]. чаще исполь-
зуется уникальный фрагмент гена, кодирующего 
белок в 110 кда (нср100). этот белок, по-видимому, 
включается в процессы регуляции, необходимые для 
адаптации и выживаемости гриба внутри клеток ма-
крофагов [29]. при исследовании клинических об-
разцов чувствительность метода составила 100 %, а 
специфичность – 95,2 % [31]. J. Hernandez et al. [32] 
исследовали с помощью гнездовой пцр с прайме-
рами, комплементарными нсp100, образец перифе-
рической крови иммунокомпетентного пациента с 
синдромом глазного гистоплазмоза (OHS). сиквенс-
анализ пцр-продукта показал идентичность в 97 % 
с референтной последовательностью гена, а лече-
ние антимикотиками привело к улучшению зрения. 
кроме того, пцр в режиме реального времени (рт-
пцр) на основе нср100-гена успешно использована 
для выявления H. capsulatum в фиксированных фор-
малином парафинизированных тканях от больных 
гистоплазмозом [33].

с праймерами, сконструированными для ампли-
фикации локуса нср100, C. Shell et al. [34] оценили 
возможность использования для быстрой диагности-
ки гистоплазмоза метода LAMP (loop-mediated isother-
mal amplification). чувствительность метода оцени-
вали на образцах днк, экстрагированных из 91 кли-
нического изолята гриба, а специфичность – на днк 
50 штаммов других видов грибов и Mycobacterium 
tuberculosis. при 100 % чувствительности и специ-
фичности метод оказался полезным для выявления 
днк гриба в моче больных. технологию быстрой и 
простой изотермальной днк-амплификации (RCA-
rolling-circle amplification) in vitro с использованием 
зондов-замков (padlook) для идентификации H. cap-
sulatum применили J. Furie et al. [35]. новые диагно-
стические маркеры гистоплазмоза предложены на 
основе nanospray tandem масс-спектрометрии. при 
исследовании образцов мочи больных обнаружены 
52 пептида белков H. capsulatum, отличающиеся от 
контрольных образцов [36].

для идентификации H. capsulatum также ис-
пользуют фрагмент в 220 п.н. (1281-1283(220)). его 
специфичность подтверждена саузерн-блот гибри-
дизацией. с мишенью 1281-1283(220) разработана 
пцр, апробированная на образцах из внешней сре-
ды и от больных [28]. M. Buitrago et al. [37] разра-
ботали вариант количественной рт-пцр (RT-qPCR) 
на основе ITS1-региона рднк. по их данным, вари-
ант qPCR превосходил гнездовую пцр с нср100 и 
классическую с 1281-1283(220). тем не менее авторы 
полагают, что для лабораторий с небольшими фи-
нансовыми ресурсами более рациональным явля-

ется применение гнездовой и классической пцр. 
M. Frias-de-Leon et al. [25] применили пцр на осно-
ве мишеней нср100 и 1281-1283(220) при вспышках 
гистоплазмоза. семь клинических образцов иссле-
дованы также с помощью твердофазного иммуно-
ферментного анализа – enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). антитела к H. capsulatum выявлены в 
ELISA во всех образцах и в шести из них амплифи-
цированы целевые регионы нср100 и 1281-1283(220) 
H. capsulatum. из 14 образцов проб почвы только в 
одном обнаружены генетические мишени (нср100 и 
1281-1283(220)). из этого же образца получена куль-
тура гриба. по результатам секвенирования пцр-
продуктов определено сходство 95–98 и 98–100 % с 
референтными последовательностями GenBank для 
нср100 и 1281-1283(220) соответственно. оба марке-
ра оказались эффективными для изучения вспышек 
гистоплазмоза, поскольку идентифицировали пато-
ген как в клинических, так и в природных образцах. 
при этом диагноз у подавляющего большинства па-
циентов установлен раньше, чем с помощью ELISA. 
однако концентрация днк патогена в сыворотках 
больных даже с высоким титром антител была не-
достаточной для амплификации [27]. по данным 
N. Elias et al. [38], с помощью мультиплексной пцр 
удалось точно идентифицировать 51 штамм H. cap-
sulatum var. capsulatum, выделенный из клинических 
образцов и почвы. этот вариант пцр разработан с 
использованием комбинации двух пар праймеров, 
одна из которых была специфичной для Histoplasma 
(нс1-нс2), а другая – универсальной для большин-
ства видов патогенных грибов (ITS1-ITS4). успешная 
амплификация обоих регионов свидетельствовала о 
положительном результате, тогда как невозможность 
амплификации днк-мишени в пцр с праймера-
ми нс1-нс2 при успешной амплификации региона 
ITS1-ITS4 даже с изолятами близкородственных гри-
бов (в частности, возбудителем паракокцидиоидоза 
Paracoccidioides brasiliensis) указывает на высокую 
специфичность метода. возможность использова-
ния ITS-региона в качестве специфичной для диаг-
ностики гистоплазмоза мишени показана S. Simon 
et al. [39] в рт-пцр с зондом TaqMan. при исследо-
вании 348 образцов от больных гистоплазмозом они 
определили клиническую чувствительность метода 
в 95,4 %, а специфичность – в 96 %.

молекулярными маркерами, используемыми 
для идентификации H. capsulatum, являются также 
гены специфических м- и н-антигенов [40]. H. Ohno 
et al. [41] использовали гнездовую пцр, основанную 
на амплификации фрагмента гена м-антигена, при 
обследовании семи пациентов с подозрением на ги-
стоплазмоз, у пяти диагноз подтвердился. 

новые варианты пцр для диагностики гисто-
плазмоза основаны на выявлении гена, кодирующего 
N-acetylated-α-linked acidic dipeptidase (NAALAD-
аза), присутствующую в сыворотках больных. 
секвенирование гена NAALAD-азы выявило вы-
сокую степень его консервативности у различных 
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штаммов гриба (сходство 98,2–100 %) при низкой 
общности со штаммами генетически родственных 
грибов, в том числе Blastomyces dermatitidis (сходство 
85,3 %). рт-пцр со специфическими праймерами 
(нcN2F/HcN1R) была высокоспецифичной и облада-
ла значительной чувствительностью (10 копий днк 
на реакцию). для повышения клинической чувстви-
тельности разработана гнездовая рт-пцр с дополни-
тельной парой праймеров (нсN4F/HcN4R) [42].

молекулярная диагностика гистоплазмоза явля-
ется инструментом для установления границ энде-
мичных регионов и характеристики штаммов внутри 
них. так, по данным M. Muniz et al. [43], изоляты 
H. capsulatum из штата рио-де-жанейро (бразилия) 
группировались в три больших кластера, которые ге-
нетически отличались от штаммов из других штатов 
бразилии, стран латинской америки, африки и азии. 
исследование вспышки гистоплазмоза в мексике, 
связанной с выемкой грунта, показало, что, по данным 
RAPD-пцр, штаммы имеют профиль, соответствую-
щий высоковирулентному референтному штамму 
E-53, превалирующему в мексике [44]. генетический 
полиморфизм изолятов H. capsulatum от летучих мы-
шей и людей помогает установить определенные эн-
демические регионы гистоплазмоза [45].

таким образом, представленные материалы 
свидетельствуют о том, что схема лабораторной 
диагностики гистоплазмоза может значительно из-
мениться при внедрении технологии молекулярной 
идентификации изолятов H. capsulatum. стратегия 
сравнительного секвенирования является новым 
«золотым стандартом» идентификации возбудите-
лей многих микозов [46]. этот метод базируется на 
пцр-амплификации выбранного региона геномной 
днк с последующим секвенированием полученных 
ампликонов. успех в использовании этой стратегии в 
значительной степени зависит от наличия надежных 
данных, представленных в базах данных нуклеотид-
ных последовательностей, результатов секвенирова-
ния референтных и других изолятов исследуемого 
вида и близкородственных микромицетов.
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