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Аннотация
Инфекции кровотока до сих пор остаются актуальной 
проблемой многих областей медицины. Лабораторная 
диагностика септических состояний основывается на 
микробиологическом исследовании крови с использо-
ванием автоматических систем культивирования. По-
этому, с точки зрения оснащения современной микро-
биологической лаборатории, важным остается оценка 
сходимости получаемых лабораторных данных при 
использовании тех или иных гематологических куль-
тиваторов. Актуальным является своевременность 
назначения этиотропной терапии, которая зависит от 
времени выдачи микробиологического заключения о 
видовой принадлежности микроорганизма, выделенно-
го из крови. В данном исследовании проведена оценка 
сходимости данных, полученных при использовании 
двух гематологических культиваторов «Bact|ALERT 3D 
60» и «Юнона LABSTAR 100», а также описаны основные 
характеристики преаналитического этапа ускоренной 
методики идентификации микроорганизмов. Установ-
лено, что сходимость результатов гемокультиваторов 
приемлема и в 98,6% случаев выявляются идентичные 
микроорганизмы. Ускоренная идентификация также 
возможна описанной методикой при использовании 
любого из включенных в исследование приборов. Кро-
ме того, выявлено, что наиболее предпочтительным 
материалом для масс-спектрометрии является осадок 
микробных клеток, так как именно из него чаще удается 
провести успешную идентификацию. 
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Summary
Bloodstream infections still remain an urgent problem in 
many areas of medicine. Laboratory diagnosis of septic 
conditions is based on the microbiological examination 
of blood using automatic culture systems. Therefore, from 
the point of view of equipping a modern microbiological 
laboratory, it is important to evaluate the convergence of the 
laboratory data obtained when using certain hematological 
cultivators. An important factor is the timeliness of the 
appointment of etiotropic therapy, which depends on the 
time of issuance of a microbiological identification of the 
species of the microorganism isolated from the blood. This 
study assessed the convergence of data obtained using two 
hematological cultivators «Bact|ALERT 3D 60» and «Juno 
LABSTAR 100», and also described the main characteristics 
of the preanalytical stage of the accelerated microbiological 
identification method. It was found that the convergence 
of the results of hemocultivators is acceptable and identical 
microorganisms are detected in 98.6% of cases. Accelerated 
identification is also possible with the use of the described 
method using any of the devices included in the study. In 
addition, it was found that the preferred material for mass 
spectrometry is the sediment of microbial cells, for it yields a 
higher identification success rate.
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Введение
Сепсис до сих пор остается актуальной про-

блемой современной медицины и здравоохране-
ния, связанной с нерегулируемым ответом ор-
ганизма на инфекционный агент, оказывающий 
повреждающее действие на собственные ткани 
и органы [1]. Несмотря на некоторые успехи в 
определении используемых дефиниций, методах 
диагностики и терапии септических состояний за 
последние два десятка лет, указанная нозология 
занимает значимую долю в причинах госпиталь-
ной летальности [2].

Диагностика сепсиса и инфекций кровотока 
на современном этапе предполагает использова-
ние автоматических гематологических культива-
торов крови, работа которых основана на посеве 
объема цельной крови в жидкие питательные 
среды с последующим культивированием и пери-
одической регистрацией сигнала для выявления 
начала роста микроорганизмов во флаконе. Де-
текция сигнала в гемокультиваторах может быть 
основана на фотометрии [3] и флюоресценции 
[4]. В рутинной микробиологической практике 
из положительной гемокультуры проводится 
выделение чистой культуры микроорганизма, его 
идентификация, которая может основываться на 
оценке биохимических свойств патогена или ма-
трично-ассоциированной времяпролетной масс-
спектрометрии (MALDI-ToF). Необходимо от-
метить, что использование масс-спектрометрии 
в последние годы позволило значительно сокра-
тить время идентификации [5, 6]. После того, 
как возбудитель идентифицируется до вида, 
проводится определение чувствительности к 
антибактериальным препаратам. Таким образом, 
вся диагностическая цепочка от момента взятия 
биоматериала до выдачи микробиологического 
заключения может занимать достаточно большое 
количество времени, что играет решающую роль 
в исходе пациента, так как ранее назначение эти-
отропной терапии увеличивает выживаемость 
пациентов с данной патологией [7, 8].

Если характеризовать возможности иденти-
фикации возбудителей кровотока напрямую в 
клиническом материале, то в арсенале лабора-
торий могут быть использованы молекулярно-
генетические методы исследования, например, 
мультиплексное ПЦР (LightcyclerSeptiFastTest 
(Roche) и MagicplexSepsisReal-Timetest (Seegene)), 
которые позволяют обнаруживать наиболее ча-
стых возбудителей инфекций кровотока, однако 
клинического применения данные технологии 
не нашли [9]. В последние годы появляются со-
вершенно новые методики, основанные на ком-

бинировании ПЦР и миниатюрного магнитного 
резонанса Т2. Принцип метода включает в себя 
связывание амплифицированной нуклеиновой 
кислоты патогенов с суперпарамагнитными ча-
стицами, на которых зафиксирован специфиче-
ский молекулярный зонд. Присутствие целевой 
нуклеиновой кислоты приводит к разделению 
парамагнитных частиц и увеличению регистри-
руемого магнитно-резонансного сигнала. Ме-
тодика автоматизирована и включает в себя 
этапы пробоподготовки (лизис клеток крови, 
удаление клеточного дебриса с последующим 
выделением целевой нуклеиновой кислоты из 
клеток патогена), амплификацию нуклеиновой 
кислоты, связывание с частицами и получение 
сигнала. Обнадеживающие результаты исполь-
зования описанной методики включают в себя 
значительное ускорение идентификации патоге-
нов из цельной крови, высокую специфичность 
и чувствительность [10]. Исследовательская 
панель включала в себя микроорганизмы из 
группы ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphyloc
occus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 
coli), а также представителей грибов из рода 
Candida. Идентификацию патогенов напрямую 
без выделения чистой культуры позволяют также 
проводить метагеномные технологии, связанные 
с использованием нецелевого секвенирования 
следующего поколения [11].

Если характеризовать современные возмож-
ности по ускорению идентификации возбуди-
телей инфекции кровотока, то они реализуются 
через использование протоколов, основанных на 
различных манипуляциях с кровью из флакона 
с положительным результатом роста. Общей 
проблемой, свойственной данным протоколам, 
является наличие большого количества «загряз-
няющих» белков клеток крови и плазмы, кото-
рые увеличивают долю «шума» во время масс-
спектрометрии, что в конечном счете снижает 
достоверность идентификации или делает ее не-
возможной. В то же время производители масс-
спектрометров предлагают собственные разра-
ботки в этой области, например, Bruker Daltonics 
предлагает протокол MALDI Sepsityper, основан-
ный на использовании лизирующих реганетов 
и центрифугирования для очистки образца для 
прямой идентификации [12]; альтернативный 
протокол предлагается  в наборе для гемокультур 
VITEK MS (bioMérieux), принцип которого обоб-
щенно сводится к использованию лизирующих 
реагентов с последующей фильтрацией микроб-
ных клеток через соответствующие фильтры 
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[13]. Кроме описанных методов, имеются также 
и «домашние» методики ускоренной идентифи-
кации патогенов, основанные на использовании 
разных режимов центрифугирования, лизирую-
щих, осаждающих, экстрагирующих добавок и 
т.д. [14, 15].

Несмотря на описанные традиционные и 
новые подходы к этиологической лабораторной 
диагностике инфекций кровотока, исследование 
крови на стерильность остается наиболее ис-
пользуемым методом микробиологического ис-
следования при подозрении на генерализованные 
инфекции, связанные с бактериемией. Учитывая 
то, что лабораторная медицина и микробиоло-
гическая служба стремительно развиваются, не-
обходимо уточнить, что в современных реалиях 
в рутинной практике бактериологических лабо-
раторий появляется все больше анализаторов 
гематологических культур, что актуализирует  
вопрос сходимости получаемых с помощью них 
лабораторных данных [16-18]. 

В связи с этим целью исследования было 
оценить сходимость данных культивирования 
цельной крови при подозрении на инфекции 
кровотока у пациентов многопрофильного ста-
ционара, полученных с использованием двух 
автоматических гематологических культивато-
ров, а также проанализировать основные ха-
рактеристики аналитического этапа ускоренной 
идентификации микроорганизмов из разных 
гемкультиваторов.

Материалы и методы
В исследование были включены положитель-

ные флаконы, полученные от 77 пациентов, у 
которых была диагностирована бактериемия. В 
работу включались первичные результаты по-
сева крови из хирургических, терапевтических, 
инфекционных отделений, отделения реанима-
ции и интенсивной терапии. Всем пациентам 
проводилось взятие 10 мл цельной крови в 2 
набора коммерческих флаконов для культиви-
рования аэробных и анаэробных микроорга-
низмов двух производителей культиваторов 
цельной крови: «Bact|ALERT 3D 60» (bioMerieux, 
Франция) (группа БА) и «Юнона LABSTAR 100» 
(SCENKER, Китай) (группа ЮЛС). После полу-
чения положительного результата производился 
пересев образца крови на коммерческие универ-
сальные питательные среды. Идентификация 
выросших колоний производилась методом 
масс-спектрометрии на приборе Microflex LT 
(Bruker, Германия) в автоматическом режиме, 
согласно инструкции производителя; видовая 

идентификации достигалась при score ≥2,000, 
родовая идентификация – при score <2,000.  Ме-
тодика ускоренной идентификации описана в 
патенте [19].

Группировку данных и вычисления про-
водили с использованием пакета программ 
MicrosoftExcel® 2013. Статистический анализ про-
водился с использованием программы StatTech 
v. 2.8.7 (разработчик – ООО «Статтех», Россия). 
Категориальные данные описывались с указани-
ем абсолютных значений и процентных долей. 
Для количественных величин указывались ме-
дианы. Для оценки различий количественных 
данных использовали критерий Манна-Уитни. 
Сравнение процентных долей при анализе четы-
рехпольных таблиц сопряженности выполнялось 
с помощью критерия хи-квадрат Пирсона (при 
значениях ожидаемого явления более 10). По-
строение прогностической модели вероятности 
определенного исхода выполнялось при помощи 
метода логистической регрессии. Мерой опреде-
ленности, указывающей на ту часть дисперсии, 
которая может быть объяснена с помощью ло-
гистической регрессии, служил коэффициент R² 
Найджелкерка.

Результаты
На первом этапе было проанализировано со-

отношение моно- и микст-инфекций в исследуе-
мых группах, оказалось, что доля моноинфекций 
составила 92,2% (71 случай из 77 включенных в 
исследование).

Анализ сходимости результатов культиви-
рования показал, что среди сравниваемых об-
разцов один образец был интерпретирован как 
положительный во флаконах БА, в то время как 
во флаконах ЮЛС результат был отрицатель-
ный. В остальных 70 случаях сходимость была 
приемлемая, таким образом, сходимость ре-
зультатов в случае диагностики моноинфекции 
составила 98,6%.

При сравнении длительности культивирова-
ния образцов крови в двух анализаторах оказа-
лось, во-первых, что время роста отличалось в 
зависимости от тинкториальных свойств, во-
вторых, при использовании разных гемкульти-
ваторов длительность культивирования грампо-
ложительных и грамотрицательных микроорга-
низмов была сопоставима (табл. 1).

На следующем этапе был проведен анализ 
сходимости результатов посева крови на сте-
рильность при выделении отдельных штаммов 
микроорганизмов. При характеристике видового 
разнообразия грамположительной флоры рас-
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пределение оказалось следующим: 44% состави-
ли Staphylococcus epidermalis, 14% – Enterococcus 
faecium, 24% – Enterococcus fecalis, Staphylococcus 
aureus выделялись в 8% случаев, с частотой 4% 
были идентифицированы Streptococcus mutans, с 
частотой 2% изолятами оказались Staphylococcus 
hominis, Streptococcus sanguinis, Paenibacillus 
graminis. Медианы скорости роста представле-
ны на диаграмме (рис. 1). Продемонстрировано, 
что статистически значимых отличий в скорости 
роста грамположительной флоры выявлено не 
было, при этом она варьировала от 17,4 часов в 
случае присутствия в крови представителей рода 
Enterococcus, до 31,3 часов в случае выделения ста-
филококков. Время культивирования указанных 
патогенов в группе БА оказалось сходимым. 

Грамотрицательная флора была представлена 
следующими изолятами: в группе неферменти-
рующих грамотрицательных бактерий (НФГОБ) 
были обнаружены Acinetobacter baumannii 
в 14% случаев, Pseudomonas aeruginosa – 10%, 
Stenotrophomonas maltophilia выделялась с ча-
стотой 6%, а Elizabethkingia meningoseptica встре-

чалась с частотой 3%; энтеробактерии имели 
следующее распределение: кишечная палочка и 
Klebsiella pneumonia были идентифицированы 
в 29% и 26% образцов соответственно, Serratia 
marcescens – 13%.

Выявлено, что значимых отличий в скорости 
роста бактерий из группы неферментирующих 
грамотрицательных и энтеробактерий, по дан-
ным обоих анализаторов, не обнаружено, и дан-
ные являются сходимыми. 

Однако выявлены статистически значимые 
отличия в длительности культивирования грам-
позитивных и грамнегативных бактерий вне за-
висимости от используемого набора питательных 
сред и гемокультиватора (рис. 1) (p<0,0001).

Микст-инфекции выявлялись с частотой 
7,8% (6 случаев), при этом чаще встречались 
комбинации из 2 микроорганизмов, в 1 случае 
обнаружено 3 изолята. Следует отметить, что в 
1 случае получить рост культур не удалось во 
флаконах БА, в остальном данные оказались 
сходимыми. Длительность культивирования 
представлена в таблице 2.

Таблица 1. Длительность культивирования мономикробных образцов крови при использовании двух 
анализаторов в зависимости от тинкториальных свойств

Грам+ Грам-
ЮЛС БА ЮЛС БА

Медиана, часы 25,0 25,8 11,3 11,2 
Min, часы 10,4 7,7 5,3 3,85 
Max, часы 123,5 123,8 97,6 98,9

Рис. 1. Скорость роста основных групп возбудителей инфекций, сопровождающихся бактериемией
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Далее были проанализированы результаты 
идентификации патогенов с использованием 
ускоренной методики в обеих группах. Ока-
залось, что при использовании питательных 
сред ЮЛС в общей группе (моноинфекции и 
миксты) при использовании в качестве объекта 
исследования надосадка идентифицировалось 
76% случаев, а при исследовании осадка – 88%, 
идентификация не удалась в 24% и 12% случаев 
соответственно. Идентификация патогенов 
из питательных сред БА показала следующие 
результаты: из надосадка идентифицировались 
69% образцов, из осадка – 83%, в остальных 
случаях идентификация не прошла. 

Нами было проведено сравнение возмож-
ности идентификации при использовании раз-
личного материала для масс-спектрометрии и 
гемокультиваторов (табл. 3).

Исходя из полученных данных, при анализе 
возможности идентификации в зависимости от 
материала для масс-спектрометрии были установ-
лены статистически значимые различия (p=0,038).

При сравнении шансов идентификации из 
надосадка ЮЛС и БА статистически значимых 
отличий выявлено не было, как и при сравне-
нии шансов идентификации из осадка ЮЛС и 
БА. Шансы идентификации в группе осадка БА 
по сравнению с группой надосадка БА были 
выше в 2,139 раза (95% ДИ: 0,937-4,881), однако 
различия шансов не были статистически значи-

мыми (р=0,137). Шансы идентификации микро-
организмов в группе осадка ЮЛС были выше в 
2,683 раза (95% ДИ: 1,079-6,673) по сравнению с 
группой надосадка ЮЛС, различия были стати-
стически значимыми (р=0,034) (рис. 2).

Далее нами были проанализированы шансы 
идентификации в зависимости не только от ис-
следуемого материала для масс-спектрометрии, 
но и от тинкториальных свойств. При сравнении 
частоты идентификации из надосадка ЮЛС и 
БА грамотрицательной и грамположительной 
микрофлоры выявлено статистически достовер-
ное снижение шансов идентификации грампо-
ложительной флоры в 2,968 раза по сравнению с 
грамотрицательной (р=0,008) (рис. 3).

При использовании осадков статистически 
значимых отличий между гемокультиваторами 
ЮЛС и БА в частоте идентификации грамполо-
жительных и грамотрицательных изолятов не 
обнаружено (p=0,46) (рис. 4).

Таким образом, при использовании ускоренного 
протокола идентификации предпочтительно ис-
следовать осадок по сравнению с надосадком, так 
как шанс идентифицировать микроорганизмы в 3 
раза выше. Кроме того, отсутствует влияние тин-
кториальных свойств на частоту определения при-
надлежности патогена к таксономическим группам.

Также была проанализирована точность иден-
тификации в зависимости от материала, исполь-
зуемого для масс-спектрометрии. Оказалось, 

Таблица 2. Длительность культивирования полимикробных образцов крови при использовании двух 
анализаторов

ЮЛС Время 
культивирования, 
часы

БА Время 
культивирования, 
часы

S.epidermidis/E.fecalis 24,8 S.epidermidis/E.fecalis 21,7
E.meningoseptica/S.marcescens 15,3 E.meningoseptica/S.marcescens 21,0
Klebsiella variicola/ S.capre/ S.oralis 12,3 Klebsiella variicola/S.capre 12,9
K.pneumonia/S.hemoliticus 12,8 роста нет -
K.pneumonia/E.faecium 13,3 K.pneumonia/E.faecium 15,2
S.maltophilia/S.marcescens 17,7 S.maltophilia/S.marcescens 20,9

Таблица 3. Анализ возможности идентификации в зависимости от материала для масс-спектрометрии в 
исследуемых группах

Показатель Категории Биоматериал p
Надосадок 
ЮЛС, %

Осадок 
ЮЛС, %

Надосадок 
БА, %

Осадок 
БА, %

Идентификация Не идентифицировалось 25,7 11,4 28,2 15,5 0,038*
Идентифицировалось 74,3 88,6  71,8 84,5

* – различия показателей статистически значимы (p<0,05)
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Рис. 2. Оценки отношения шансов с 95% ДИ для изучаемых предикторов идентификации

Рис. 3. Анализ исходов идентификации из надосадка в зависимости от тинкториальных свойств  в сравниваемых 
группах

Рис. 4. Анализ исходов идентификации из осадка в зависимости от тинкториальных свойств в сравниваемых 
группах

А.В. Халиулин
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что определение микроорганизма до рода или 
вида отличается: использование осадка вне за-
висимости от имеющегося гемокультиватора 
сопровождается более высокой частой видовой 
идентификацией патогена. При оценке точности 
идентификации в зависимости от материала для 
масс-спектрометрии нами были выявлены ста-
тистически значимые различия (p=0,008, табл. 4).

Затем была проанализирована точность иден-
тификации в зависимости от принадлежности 
МО к грамположительным или грамотрицатель-

ным группам в разных вариантах материала для 
масс-спектрометрии (табл. 5).

При сравнении точности идентификации 
обнаружено, что грамотрицательная флора 
идентифицируется до вида чаще, чем грампо-
ложительная флора. 

В отношении ассоциаций микроорганизмов 
представленная методика ускоренной иден-
тификации показала неоднозначные данные. 
Так, чаще идентифицировался 1 патоген из 
нескольких (табл. 6).

Таблица 4. Анализ точности идентификации в зависимости от материала для масс-спектрометрии, %

Показатель Вариант 
идентификации

Материал для масс-спектрометрии p
Надосадок 
ЮЛС, %

Осадок 
ЮЛС, %

Надосадок 
БА, %

Осадок 
БА, %

Точность 
идентификации

родовая 57,7 33,9 60,8 40,0 0,008*
видовая 42,3 66,1 39,2 60,0

* – различия показателей статистически значимы (p<0,05)

Таблица 5. Анализ точности идентификации в группах в зависимости от тинкториальных свойств

Материал для масс-
спектрометрии

Вариант 
идентификации

Грам+, % Грам-, % р

Надосадок ЮЛС родовая 76,9 39,5 0,005
видовая 23,1 61,5

Осадок ЮЛС родовая 52,9 10,7 <0,001
видовая 47,1 89,3

Надосадок БА родовая 83,3 40,7 0,002
видовая 16,7 59,3

Осадок БА родовая 59,4 17,9 0,001
видовая 40,6 82,1

Таблица 6. Результаты ускоренной идентификации микроорганизмов из полимикробных образцов 
в сравниваемых группах

Результаты посева 
на агаризованные 
питательные среды из 
флаконов ЮЛС

Результат 
ускоренной 
идентификации с 
осадка

Score Результаты посева 
на агаризованные 
питательные среды из 
флаконов БА

Результат 
ускоренной 
идентификации 
с осадка

Score

S.epidermidis/ E.fecalis E.fecalis 1,785 S.epidermidis/ E.fecalis E.fecalis 1,765
E.meningoseptica/
S.marcescens

E.meningoseptica 1,802 E.meningoseptica/
S.marcescens

Идентификация 
не прошла

–

K.variicola/ S.capre/
S.oralis

K.variicola 2,303 K.variicola/ S.capre K.variicola 2,002

K. pneumonia/
S. hemoliticus

K. pneumonia 2,346 Роста нет – –

K. pneumonia/ 
E.faecium

K. pneumonia 2,028 K. pneumonia/ 
E.faecium

K. pneumonia 2,127

S. maltophilia/
S. marcescens

S. marcescens 1,585 S. maltophilia/
S. marcescens

S. marcescens 1,522
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Обнаружено, что чаще идентифицируется 
один микроорганизм, с достаточно высокой точ-
ностью для грамотрицательной флоры и с низкой 
точностью при выделении Enterococcus fecalis. 

Обсуждение
Полученные результаты согласуются с имею-

щимися данными по освещаемой тематике: так, 
в ряде работ, посвященных оценке воспроизво-
димости данных, полученных с использованием 
различных гемокультиваторов или их модифика-
ций, показало, что результаты культивирования 
идентичных микроорганизмов в разнообразных 
системах согласуются с результатами, получен-
ными в представленном исследовании не по всем 
аспектам [20]. Выяснилось, что, по литератур-
ным данным, среднее время культивирования 
золтистого стафилококка и энтерококков было 
равно 15,5 часов, в то время как в нашей работе 
культивирование грамположительной флоры 
было более длительным. При этом длительность 
роста грамотрицтаельной флоры в нашей работе 
согласуется с литературными данными [21].

Результаты, полученные при характеристике 
случаев бактериемий, вызванных более чем од-
ним патогеном, также согласуются с литератур-
ными данными [22], свидетельствующими о том, 
что диагностика полимикробных ассоциаций 
бывает достаточно проблематичной и требует 
грамотного соблюдения правил преаналитиче-
ского этапа и адекватной интерпретации полу-
ченных данных.

Использование ускоренной методики иденти-
фикации патогенов изположительной гемокуль-
туры предполагает обозначение определенного 

материала для масс-спектрометрии. При этом в 
литературе недостаточно сведений по данному 
вопросу, так как в ряде работ представлены раз-
ные протоколы методик без обоснования выбора 
того или иного объекта исследования [23-25]. 
В данной работе мы провели сравнительный 
анализ двух вариантов возможного материала 
для масс-спектрометрии, который показал, что 
для масс-спектрометрии наиболее предпочти-
тельным является осадок микробных клеток по 
сравнению с надосадком. При использовании 
предлагаемой методики остаются «сложные» 
моменты, такие как случаи микст-инфекций, 
недостаточно точная идентификация грамполо-
жительной микрофлоры, что, несомненно, будет 
предметом дальнейших научных разработок. 
Также мы понимаем, что в данной работе отсут-
ствуют случаи фунгиемий, что требует дополни-
тельных исследований.

Таким образом, расширение возможностей 
этиологической диагностики инфекций, со-
провождающихся бактериемией, позволит 
увеличить долю благоприятных исходов па-
циентов с генерализованными инфекциями. 
Оснащение микробиологических лабораторий 
современными диагностическими системами, 
введение новых, адекватных, валидированных 
методик может способствовать более раннему 
назначению этиотропной антибактериальной 
терапии, ускорению элиминации возбудителя 
из кровотока и первичного очага инфекции, 
нивелировать нарушения цитокинового фона 
при системном воспалительном ответе и таким 
образом уменьшить время пребывания пациен-
тов в стационаре.
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