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Введение. Рассматриваются общие вопросы методологии и технологии в лабораторной диагностике паразитарных инфекций: MALDI-ToF  
MS-анализа (Matrix-Assisted Lazer Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry; матрично-активированная лазерная десорбционно-ио-
низационная времяпролётная масс-спектрометрия), а также ряд частных вопросов, касающихся актуальности и своевременного применения 
данной высокоспецифичной технологии в идентификации и типировании возбудителей паразитарных болезней. Важной и практически нерешён-
ной проблемой в паразитологии является качественная, высокоэффективная, высокочувствительная лабораторная диагностики паразитозов.
Цель исследования – анализ и оценка современного состояния и перспектив дальнейшего применения метода MALDI-TOF MS для идентификации  
и выделения из различных проб/объектов возбудителей паразитарных болезней.
Материалы и методы. Данные федеральной статистики об инфекционной и паразитарной заболеваемости, собственные экспериментальные 
исследования, проанализированные литературные данные зарубежных и российских авторов.
Результаты. Устойчивый спад выявляемости случаев паразитарных инвазий связан с отсутствием высокоэффективных и чувствительных 
методов диагностики.
Ограничения исследования. В процессе изучения эффективности применения метода MALDI-TOF MS в паразитологических лабораториях (подраз-
делениях) анализировали собственные экспериментальные данные (пробы с искусственным внесением паразитарных патогенов) и проанализирован-
ные данные по основным циркулирующим на территории Российской Федерации паразитарным нозологиям за три года (2017–2019 гг.), которые 
отражены в государственных докладах Роспотребнадзора, что представляет собой достаточно референтную выборку.
Заключение. Перспективными представляются исследования по сравнению результатов масс-спектрометрического типирования и традиционных 
методов диагностики, необходимые для уточнения возможностей метода и определения его места в лабораторной диагностике инфекций, вызыва-
емых паразитарными патогенами.
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Introduction. The general issues of methodology, approaches and technologies in laboratory diagnostics of parasitic infections include MALDI-ToF MS-analysis 
(Matrix-Assisted Lazer Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry; matrix-activated laser desorption-ionization time-of-Flight mass spectrometry), 
as well as a number of specific issues related to the relevance and timely application of this highly specific technologies in identification and typing of pathogens 
of parasitic diseases. An important and practically unsolved problem in parasitology is high-quality, highly effective, highly sensitive laboratory diagnostics of 
parasitoses. 
The object of this study is to analyze and evaluate the current state and perspectives of MALDI-TOF as an instrument of identification of diverse parasites 
in various samples and objects. 
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МЕТОДЫ ГИГИЕНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для современных клинических лабораторий и различных 
испытательных лабораторных центров (ИЛЦ), выполняю-
щих наряду с другими исследованиями (бактериологически-
ми, микологическими, вирусологическими и т. д.) также и 
паразитологические, немаловажной является возможность 
оценить активность эпидемического процесса паразитарных 
болезней, что осуществимо при внедрении новых, современ-
ных технологий, оборудования, методик, диагностикумов, 
позволяющих определить состояние одного из ключевых 
элементов паразитарной подсистемы заболеваний – меха-
низма передачи заразного начала [7–10].

Несмотря на ряд принятых в разные годы организаци-
онных и практических мероприятий, эпидемиологическая 
ситуация по паразитозам остаётся напряжённой. В нашей 
стране ежегодно регистрируется до 300 тыс. случаев парази-
тозов при снижении числа обследованных и неполном учёте 
выявленных больных [1, 2].

Увеличение среднероссийского показателя заболева-
емости паразитарными болезнями в 2019 г. зарегистри-
ровано в 38 субъектах Российской Федерации, из них на 
двух территориях (Кемеровская и Новосибирская об-
ласти) – более чем в 3 раза; в шести регионах (Респу-
блика Саха (Якутия), Томская, Волгоградская области,  
Ханты-Мансийский АО, республики Коми и Удмурт-
ская) – в 2,5–3 раза; в 9 субъектах (Ненецкий АО,  
Республика Хакасия, Курганская, Архангельская области, 
Еврейская АО, республики Карелия, Тыва, Калмыкия и 
Ямало-Ненецкий АО) – в 2 раза (рис. 1). Поэтому перспек-
тивными направлениями являются изучение и дальней-
шая поэтапная разработка, апробация и испытание новых 
диагностических подходов к выявлению и идентификации 
основных видов паразитозов, циркулирующих на терри-
тории Российской Федерации, внедрение в работу ИЛЦ и 
клинических лабораторий современных методов исследо-
ваний, которые бы отличались высокой специфичностью, 
воспроизводимостью и чувствительностью [7–9].

Идентификация микробиологических объектов совре-
менным диагностическим методом белкового фингерприн-
тинга, получаемого посредством матрично-активированной 
лазерной десорбции/ионизации (MALDI-TOF MS), явля-
ется быстрым, точным и сравнительно недорогим методом 
диагностики, который уже широко применяется в клиниче-
ской бактериологии и микологии [10].

Введение

Необходимость применения высокоэффективных тех-
нологий в лабораторной диагностике паразитозов обуслов-
лена значительными трудностями при выявлении возбу-
дителей паразитарных болезней. Паразитарные инвазии 
человека чаще всего не имеют патогномоничных симпто-
мов и могут протекать без выраженной клинической кар-
тины. Точность воспроизведения результатов исследования 
зависит от диагностики, а также от неукоснительного вы-
полнения требований выбранной методики исследования, 
от правильного выбора материала, знания биологии пред-
полагаемого паразита, морфологических характеристик, 
размеров личинок, онкосфер, яиц гельминтов, цист и оо-
цист простейших [1, 2].

В связи с низкой инфицирующей дозой паразитарных 
патогенов чрезвычайно важными являются диагностиче-
ские методы определения их в объектах окружающей среды 
и клиническом материале, которые позволили бы получать 
достоверные результаты, отличные от нуля, и прогнозиро-
вать паразитарную заболеваемость.

Применение эффективных, высокотехнологичных мето-
дов диагностики паразитарных болезней и определение их 
возбудителей в окружающей среде и клиническом материале 
является одной из актуальных задач практического здраво-
охранения.

Выделение паразитарного патогена из клинического ма-
териала и объектов окружающей среды на современном эта-
пе развития лабораторной медицины возможно с примене-
нием иммунных, микроскопических, иммунохимических и 
высокотехнологических методов анализа, в том числе ПЦР, 
ИФА и комплекса цифровой и сканирующей автоматизиро-
ванной микроскопии [2–4].

Разработано значительное количество нормативно-ме-
тодических документов, регламентирующих порядок про-
ведения клинико-диагностических и санитарно-паразито-
логических исследований. Детальная оценка существующей 
нормативно-методической базы выявила значительное от-
ставание применяемых лабораторных технологий от совре-
менных требований из-за отсутствия стандартизированных 
процедур пробоподготовки, соответствующих международ-
ным критериям по воспроизводимости, точности и паралле-
лизму исследований [2, 5, 6].

Materials and methods. Federal statistics data on infectious and parasitic morbidity, own experimental studies, retrospectively analyzed literary data of foreign 
and Russian authors. 
Results. A steady decline in the detection of cases of parasitic invasions is associated with the lack of highly effective and sensitive diagnostic methods. 
Limitations. In the process of studying the effectiveness of the MALDI-TOF MS method in parasitological laboratories (departments), we analyzed our own 
experimental data (samples with artificial introduction of parasitic pathogens) and analyzed data on the main parasitic nosologies circulating in the territory of the 
Russian Federation for three years from 2017–2019, which are reflected in the state reports of of the Federal Service for Supervision in Protection of the Rights of 
Consumer and Man Wellbeing, which is a fairly reference sample. 
Conclusions. Studies comparing the results of mass spectrometric typing and traditional diagnostic methods are promising, which are necessary to clarify the 
capabilities of the method and determine its place in the laboratory diagnosis of infections caused by parasitic pathogens.

Keywords: MALDI mass-spectrometry; MALDI-TOF-MS identification; parasitic pathogen; parasitic infections; MALDI-TOF sample preparation; highly 
specific diagnostic test; helmints; protozoa
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нематоды и была подтверждена его чувствительность [14].
Аналогичные исследования проведены в университете 

Сан-Паулу отделением паразитологии и показано, что ма-
трично-ассистированная лазерная десорбционная иониза-
ция / масс-спектрометрия времени полёта (MALDI-TOF 
MS) в будущем откроет новые возможности для обнаруже-
ния паразитов (трипаносом) на основе масс-спектрометрии 
в биожидкостях [15].

Несмотря на то что MALDI-TOF MS остаётся относи-
тельно новым для России способом диагностики и с точки 
зрения материальных затрат и обслуживания прибора не 
является легкодоступным и малобюджетным, он применя-
ется на протяжении ряда лет для создания персональных 
релевантных баз данных спектров Vibrio cholerae разных био-
варов, серологических групп и токсигенности, которые по-
зволят идентифицировать, дифференцировать и сравнивать 
микробные изоляты на основе анализа фингерпринтов ри-
босомальных белковых клеток холерных вибрионов [19].

Научным центром здоровья детей (Москва) в 2014 г. про-
водились сравнительные исследования двух способов иден-
тификации микроорганизмов в крови детей с подозрением 
на инфекцию кровотока – рутинного микробиологического 
исследования и MALDI-TOF-масс-спектрометрии, причём 
последний показал свою высокую эффективность [13].

Методы протеомного анализа в паразитологических ис-
следованиях на территории Российской Федерации для из-
учения белковых профилей нематод, актуальных для юга 
страны, впервые применили специалисты ФБУН «Ростов-
ский НИИ микробиологии и паразитологии» Роспотребнад-
зора, выделяя белковые профили непосредственно из взрос-
лых особей гельминтов рода нематод [11, 12].

Из вышеизложенного следует, что внедрение масс-
спектрометрического анализа в практическую, рутинную 
работу паразитологических лабораторий федерального 
уровня даст возможность в будущем проводить высокоре-
зультативную диагностику основных циркулирующих на 
территории нашей страны инфекций паразитарного генеза, 

Выделенные на этапе исследования видоспецифичные 
белковые паттерны сравниваются с базой данных MALDI 
Biotyper (Bruker), и на основании этого определяется видо-
вая принадлежность исследуемого микроорганизма. Данный 
вид диагностического исследования (MALDI-TOF MS) при 
применении его в бактериологии и микологии отличают 
простота выполнения, не требующая специфической под-
готовки исследователя на научно-образовательных базах, 
низкая себестоимость расходных материалов, высокая диа-
гностическая чувствительность и видоспецифичность. Это 
делает метод весьма перспективным для скрининговых ис-
следований большого объёма клинического материала и 
объектов окружающей среды [10, 12].

Времяпролётная MALDI-TOF MS является новой тех-
нологией в клинической диагностике, предоставляет ис-
следователю возможность проводить идентификацию ми-
кроорганизмов, определять таксономическое положение 
неизвестных возбудителей. Этот метод включает прямой 
масс-спектрометрический анализ белковой фракции лизата 
микробной клетки («прямое белковое профилирование»), 
предметом которого служат преимущественно рибосомаль-
ные белки, являющиеся консервативными в пределах вида 
микроорганизма [11, 13].

Первые исследования потенциала MALDI-TOF MS для 
изучения белкового профиля нематод с неустановленным 
геномом были проведены в 2007 г. специалистами Феде-
ративной Республики Бразилия. В дальнейшем этот метод 
применён с целью дифференциации белков протосколексов 
многокамерного эхинококка [11, 12].

В университете города г. Парма (Италия) проводи-
лись сравнительные исследования рутинных методов 
диагностики и MALDI-TOF MS при дифференциации  
Entamoeba histolytica от Entamoeba dispar для оценки эффек-
тивности методов [16, 17].

Национальным университетом имени Сунь Ятсена (Тай-
вань) в 2012 г. демонстрировался метод MALDI-TOF MS для 
дифференциации инфекционной и неинфекционной стадии 

Рис. 1. Субъекты Российской Федерации с наиболее высокими показателями суммарной заболеваемости паразитарными болезнями в 2019 г.

Fig. 1. Subjects of the Russian Federation with the highest rates of total prevalence of parasitic diseases in 2019.
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же ретроспективно проанализированные литературные дан-
ные зарубежных и российских авторов, отражающие опыт 
внедрения метода MALDI-TOF MS в практику паразитоло-
гических лабораторий.

Литературный поиск осуществляли по запросам 
«MALDI» или «mass-spectrometry», «proteome», «proteomic 
analysis» и т. д. в сочетаниях со следующими запросами: 
«parasite», «helminths», «nematodes», «trematodes», «protozoa» 
и латинскими названиями отдельных представителей гель-
минтозов и протозоозов, циркулирующих на территории 
Российской Федерации. Поиск проводили в базах дан-
ных научных публикаций Scopus, Web of Science, Pubmed и 
РИНЦ.

Результаты
Проанализировав данные статистики паразитарной  

заболеваемости в Российской Федерации за три года 
(2017–2019 гг.), выявили, что паразитозы по-прежнему 
ежегодно продолжают занимать одно из ведущих мест в 
структуре инфекционной патологии, несмотря на некото-
рую тенденцию к снижению числа выявленных случаев на 
протяжении ряда лет (рис. 2) [1].

Биогельминтозы, такие как описторхоз, дифиллоботри-
оз, эхинококкоз, трихинеллез и др., наносят немалый ущерб 
здоровью населения. Течение болезни при данных нозоло-
гиях нередко сопровождается хронизацией процесса и не-
обратимыми осложнениями, а в ряде случаев заканчивается 
летальными исходами.

Устойчивый спад выявляемости случаев паразитозов 
связан с отсутствием в крупных региональных лабораториях 
и референс-центрах Минздрава и Роспотребнадзора специ-
алистов, владеющих современными, эффективными и вы-
сокочувствительными методами диагностики, практически 
повсеместным использованием устаревших, малоэффек-
тивных методов диагностики с низкой чувствительностью 
(Фюллеборна, Калантарян, Като и Миура), а также со слабой 
материально-технической базой паразитологических лабо-
раторий (подразделений).

Собственные экспериментальные исследования про-
водили путём искусственного внесения в различные образ-

в том числе неустановленной этиологии и атипичных форм. 
При этом не потребуется для идентификации паразитар-
ных объектов в различных образцах (пробах) методом масс-
спектрометрического анализа применять дополнительные 
биохимические тесты и рутинную микроскопию. Предпола-
гается, что в будущем у исследователя появится возможность 
провести анализ образца, отобранного в минимальном объ-
ёме, в течение 1–2 мин [11–13, 19].

Конструкция масс-спектрометров серии Microflex адап-
тирована для достижения максимальной производительно-
сти и надёжности:

•	уникальный ионный источник с ИК-лазером для автома-
тической очистки;

•	безмасляная вакуумная система;
•	самодиагностика основных блоков;
•	возможность менять конфигурацию прибора под опреде-

лённые задачи;
•	простота использования;
•	компактный размер, позволяющий установить прибор на 

лабораторный стол.
База данных MALDI Biotyper содержит референс-библи-

отеку масс-спектров с данными нескольких тысяч микро-
организмов. Референс-библиотека постоянно пополняется 
при участии микробиологических лабораторий по всему 
миру [14, 18, 19].

Цель исследований – анализ и оценка современного 
состояния и перспектив дальнейшего применения мето-
да MALDI-TOF MS для идентификации и выделения из 
различных проб и объектов возбудителей паразитарных 
болезней.

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили данные госу-

дарственных докладов «О состоянии санитарно-эпидеми-
ологического благополучия населения в Российской Феде-
рации» за 2017–2019 гг.; собственные экспериментальные 
исследования объектов окружающей среды и клиническо-
го материала с искусственным внесением некоторых ви-
дов яиц гельминтов, взрослых особей Ascaris lumbricoides и 
Diphyllobothrium latum и цист патогенных простейших, а так-
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Рис. 2. Данные паразитарной заболеваемости с 2017 по 2019 г.

Fig. 2. Parasitic morbidity data from 2017 to 2019.
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•	следует учитывать, что паразит – многоклеточный орга-
низм, состоящий из клеток и тканей, различающихся по 
своим функциям, следовательно, и по белковому составу 
и профилю;

•	многоклеточный организм может нести на себе бакте-
риальные загрязнения, вносящие свой вклад в белковый 
профиль и приводящие к искажению результатов или 
ошибке.
Большим препятствием лабораторной видовой и внутри-

родовой дифференциации паразитарных патогенов является 
наличие общих биохимических свойств, морфологических, 
тинкториальных характеристик, а также наличие родоспе-
цифических и перекрёстно реагирующих антигенов. Пере-
численные проблемы существуют при лабораторной диагно-
стике возбудителей паразитарных болезней на всех этапах 
проведения исследований, что затрудняет возможности 
проведения и внедрения в работу метода MALDI-TOF MS в 
кратчайшие сроки.

Обсуждение
На протяжении последних десятилетий для научного 

медицинского сообщества актуально получение репрезен-
тативных данных о загрязнении окружающей среды возбу-
дителями паразитарных болезней и заболеваемости населе-
ния паразитозами. Материалы федеральной статистической 
отчётности о санитарном состоянии объектов окружающей 
среды и заболеваемости не отражают в полной мере масшта-
бов паразитарного загрязнения, поскольку эти данные по-
лучены в результате применения архаичных, малочувстви-
тельных, морально устаревших методов паразитологических 
исследований.

Соответственно существует острая необходимость раз-
работки, апробации и последующего внедрения в практи-
ческую деятельность крупных испытательных лабораторных 
центров рабочих протоколов применения метода MALDI-
TOF MS для диагностики паразитарных инвазий и созда-
ния единой референс-библиотеки паразитозов, постоянно 
циркулирующих на территории Российской Федерации. Это 
существенно повысит уровень выявляемости возбудителей 
паразитарных болезней и позволит приблизиться к реше-
нию одной из основных задач, обозначенных в отраслевых 
научно-исследовательских программах Роспотребнадзора и 
Минздрава, – минимизации рисков для здоровья населения 
России, а также даст возможность осуществлять контроль за 
распространённостью гельминтозов и протозоозов на уровне 
мировых стандартов лабораторных технологий по чувстви-
тельности, комплексности и интенсификации применяемых 
процедур.

Заключение
1. Высокоперспективными являются исследования 

по сравнению результатов масс-спектрометрического типи-
рования и традиционных методов диагностики (эфир-фор-
малиновое/уксусное осаждение, ИФА, ИМС-ИФМ, ПЦР 
и др.) для уточнения возможностей метода MALDI-TOF MS 
и определения его места в лабораторной диагностике гель-
минтозов и протозоозов.

2. Необходимо описать единые алгоритмы (подхо-
ды) к идентификации полученных из различных образ-
цов (почва, вода, клинический материал (кал) и др.) воз-
будителей различных паразитарных инфекций методом  
MALDI-TOF MS для стандартизации данного метода при 
проведении паразитологических исследований.

3. Следует разработать эффективные стандартные 
процедуры получения из клинического материала и объ-
ектов окружающей среды паразитарного патогена с по-
следующими этапами его очистки и режимов хранения для 
последующего использования в качестве контрольного ма-
териала.

цы (сточная вода, почва, клинический материал (кал)) яиц 
гельминтов и цист патогенных простейших, в двух случа-
ях брали взрослые особи гельминтов Ascaris lumbricoides и 
Diphyllobothrium latum.

Коллекционные препараты (яйца гельминтов, взрослые 
особи некоторых видов гельминтов, цисты патогенных про-
стейших) получены из собственной коллекции, которая под-
держивается и пополняется в лаборатории микробиологии и 
паразитологии ФГБУ «ЦСП» ФМБА России.

После искусственного внесения возбудителей гель-
минтозов и протозоозов в пробы почв и сточных вод их 
исследовали классическими, разрешёнными на терри-
тории Российской Федерации методами в соответствии  
с МУК 4.2.2661-10 «Методы санитарно-паразитологиче-
ских исследований» (пп. 4.2, 4.7, 6.2, 6.3), а клинический 
материал (кал) – в соответствии с МУК 4.2.3145-13 «Ла-
бораторная диагностика гельминтозов и протозоозов» 
(п. 4.2.1.2), после чего приступали к исследованиям мето-
дом MALDI-TOF MS.

Яйца гельминтов, части взрослых особей и цисты па-
тогенных простейших предварительно выделяли из проб и 
отмывали в физиологическом растворе, затем перед про-
ведением исследования обрабатывали антибиотиками 
для удаления бактериальной микрофлоры (стрептомицин 
(100 мкг/мл) и пенициллин (100 ед./мл) при экспозиции 
24 ч), после чего подвергали механическому разрушению 
стеклянными шариками в гомогенизаторе TissueLyser II 
(Qiagen). Затем проводили экстрагирование белков с помо-
щью 70%-й муравьиной кислоты и ацетонитрила (по про-
токолу Bruker).

Первые пробные попытки провести исследования раз-
нообразных по составу и физико-химическим свойствам 
образцов (объектов окружающей среды и фекалий) с пара-
зитарными патогенами выявили ряд трудностей, с которыми 
столкнулись не только авторы при проведении своей экспе-
риментальной работы, но и исследователи, публиковавшие 
свои данные в открытых источниках:

•	отсутствие возможности проведения анализа сложносо-
ставных образцов (проб) с паразитарными патогенами, 
для которых не имеется ни одного эталона в базе данных 
MALDI Biotyper (Bruker);

•	сложные этапы пробоподготовки образцов (отмывки, 
замачивание в антибиотиках, механическое разруше-
ние);

•	отсутствие коммерческих систем MALDI-TOF MS с го-
товой базой данных и протоколов для проведения диа-
гностического анализа паразитарных инвазий;

•	сложная смесь биологических образцов продуцирует 
множество накладывающихся друг на друга белковых 
наборов (спектров), что не даёт возможности достовер-
но идентифицировать паразитологические объекты в 
пробе;

•	отсутствие на территории Российской Федерации чистой 
паразитарной культуры (зарегистрированного эталонно-
го образца) без различных примесей и взвесей, который 
мог бы выступать в качестве контрольного образца;

•	в России не существует стандартизированных методов с 
чётким описанием этапов очитки патогена от различных 
примесей, описанных в нормативных документах о полу-
чении чистой паразитарной культуры;

•	у ряда паразитарных объектов (яйца гельминтов, онкос-
феры тениид, цисты простейших, ооцисты криптоспори-
дий, личинки гельминтов) достаточно плотные, много-
контурные поверхностные оболочки и ткани;

•	отсутствие данных о сроках и условиях хранения (темпе-
ратура, среда), при которых паразитарный объект будет 
жизнеспособен;

•	наличие в циклах паразита нескольких стадий развития 
(взрослая особь, онкосферы, яйца, вегетативная или 
цистная формы) затрудняет и осложняет путь получения 
контрольного образца (эталона) в короткие сроки;
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