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Этапы микробиологического 
исследования 

 Преаналитический 

 

  Аналитический  

 

  Постаналитический 
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Взятие биоматериала 
Новое поколение транспортных систем  

Flock 70 мкл Хлопок 10 мкл 

Вискоза – 45 мкл 

Международный стандарт CLSI  M40A 

Жидкие транспортные среды 

Полиуретан 100 
мкл 



Приготовление питательных сред 
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Автоматический контроль 
   режима приготовления среды 
   влажности среды 
   cтерильность розлива 
   разливаемого объема среды 

Автоматизация приготовления и розлива 

Готовые питательные среды 

Стандартизация  

Воспроизводимость 
результатов 
Сокращение затрат на 
оборудование, кадры 

Ограниченные сроки хранения 
Холодные комнаты для хранения  



Толщина слоя среды  - диффузия 
антибиотиков  

 

1) Рекомендуемая 
толщина 4 мм - зона 
диффузии адекватная 

2) Толщина менее 4 мм -  
зона диффузии избыточная 

3) Толщина более 4 мм -  
зона диффузии недоста- 
точная 

20мл 

25мл 

15мл 



Питательные среды 
Ростовые качества  

 



Питательные среды 
Ростовые качества  

 



Хромогенные питательные среды 
 

 



 
Хромогенные питательные среды 
 
  Выделение чистых культур 



Автоматический посев 

10 



Автоматический посев 

• Посевной модуль:  

– Посев магнитным шариком 
Полуколичественный посев, посев газоном 

– в 99% случаев  более 5 изолированных  

колоний 

– Снижается  вероятность пересева  

– Скорость 250-350 чашек / час  

 

 

 
– Посев жидких и не жидких образцов, из любого контейнера 

– Загрузка образцов произвольная, на группы сортировать не надо 

– Открывание,  встряхивание и закрывание контейнеров 
автоматическое 

– Все посевы один лаборант   - до 800 биоматериалов в день  

– Высокая воспроизводимость  предсказуемое оборотное время  
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Автоматический посев -сраавнение

Ручной 
посев  
 
  

InoqulA 
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Инкубация и учет результатов 

* Performance of Kiestra Total Laboratory Automation Combined with MS in Clinical 
Microbiology Practice 

Nico T. Mutters, M.D.1,2, Caspar J. Hodiamont, M.D.2, Menno D. de Jong, M.D.2, Hendri 
P. J. Overmeijer, B.A.Sc.2, Mandy van den Boogaard, B.A.Sc.2, and Caroline E.Visser, 
M.D.2 // Ann Lab Med 2014;34:111-117 

 

– Ламинарное течение воздуха, 
нет потери влаги  ускорение 
роста  

– Чашки готовы к учету, на них 
достаточно биоматериала для 
ИД и АБЧ через:  

– 6-9 часов для 70% культур 
(Enterobacteriaceae, 
Staphylococcus sp., 
Enterococcus sp., ГНОБ) 

– 8-11 часов для 90% культур 
(Streptococcus sp., ГНОБ) 

– 10-14 часов для 100% 
культур (Candida sp.,  прочие)  

 



Гемокультуры 

 Возможность посева других 

стерильных в норме жидкостей 

(помимо крови)  

 Минимальный объем образца – от 

0,1 мл (FDA) 

 Манометрический способ детекции 

роста 

 Разбавление антибиотиков, а не 

адсорбция 

 Отсутствие артефактов в мазке из 

положительной  культуры 

 

 

Performance Evaluation of the VersaTREK Blood 
Culture System for Quality Control Testing of Platelet 
Units. J Clin Microbiol. 2009 March; 47(3): 817–
818.  American Association of Blood Banks 



 
 

Среднее время получения положительного сигнала на анализаторе  

Условия 

 
Микроорганизмы 

 
Версатрек (ТРЕК Диагностик 
Системс), часы 

 

Бактек (Бектон Диккинсон), 
часы 

БактАлерт (Биомерье), часы 

 

Немедленная 
инкубация 

B.fragilis 38.6 95.7 43.3 

Candida sp. 18.0 36.1 68.7 

Грам-отрицательные 
палочки 

9.2 10.1 11.5 

Грам-положительные 
кокки 

12.6 19.6 16.8 

Отсроченная 
постановка, 

предварительная 
инкубация при 

комнатной 
температуре 

B.fragilis 29.8 58.8 42.5 

Candida sp. 18.9 25.2 89.2 

Грам-отрицательные 
палочки 

4.7 4.2 5.8 

Грам-положительные 
кокки 

8.0 13.1 11.4 

Опыт  сравнения анализаторов в Changi General Hospital  (данные с постера с конгресса ECCMID 
2011)  
 

АНАЛИЗАТОРЫ гемокультур 



Гемокультуры 

Манометрический способ 
детекции 

 Измерение  O2, но и 
продукцию всех типов 
газов 

    (CO2, N2 and H2) 

 

Разбавление, а не  адсорбция 
антибиотиков 

 Нивелирование действия всех типов 
антибиотиков 

 Снижение концентрации антимикробных 
компонентов крови 

 Отсутствие адсорбции питательных 
компонентов 

 Прямой посев положительной  культуры на  
чувствительность к антибиотикам и 
идентификацию 

 Упрощение методики прямой 
идентификации положительной культуры 
на масс-спектрометре 

 
Стабильная детекция роста широкого спектра микроорганизмов 



Микроскопия положительной 
гемокультуры  

BactAlert 
VersaTrek 



Идентификация 

• Ферментативная активность  

 

Масс-спектрометрия 
Прямое белковое профилирование  



Масс-спектрометрия  
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a.i.

 Скорость 
 Себестоимость  
 Точность 
 Широкий  спектр 

микроорганизмов 
 Внутривидовое типирование 

 



Идентификация 
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Can a multi-drug resistant Candida auris be reliably 
identified in clinical microbiology laboratories? Mюъ. 
Mizusawa  , H. Miller , R. Green J. Clin. Microbiol. 23 
November 2016  

Candida auris, новый 
мультирезистентный патоген , 
вызвающий вспышки 
внутрибольничных инфекций. 
CDC рекомендует изолировать 
пациентов с C. auris. 



Идентификация 

 

Candida guilliermondii and other species of candida misidentified as Candida famata: 
assessment by vitek 2, DNA sequencing analysis, and matrix-assisted laser desorption 
ionization-time of flight mass spectrometry in two global antifungal surveillance 
programs. Castanheira M, Woosley LN, Diekema DJ.  J Clin Microbiol. 2013 
Jan;51(1):117-24.  

Comparison of the accuracy of two conventional phenotypic methods and two MALDI-TOF 
MS systems with that of DNA sequencing analysis for correctly identifying clinically 
encountered yeasts. Chao QT, et al. PLoS One. 2014. 

 

Misidentification of a mucoid strain of Salmonella enterica serotype choleraesuis as Hafnia 
alvei by the Vitek GNI+ card system. Wang TK, et al. J Clin  Microbiol. 2006 

• Корректная идентификация 200 изолятов дрожжей до уровня вида или 
соответствующего комплекса видов (Candida parapsilosis complex, C. guilliermondii 
complex и C. rugosa complex) при помощи Bruker Biotyper, Vitek MS ( [IVD] базой 
данных), Phoenix 100 YBC and Vitek 2 Yeast ID ( при культивировании на агаре 
Сабуро с декстрозой  составило 92.5%, 79.5%, 89%, и 74%, respectively.  
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Возможности  
масс-спектрометрии  

 

Berrazeg M, Diene SM, Drissi M et all. 
 Biotyping of multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae 
clinical isolates from France and Algeria using MALDI-
TOF MS. PLoS One. 2013  

Hrabák J, Studentová V, Walková R. Detection of NDM-1, 
VIM-1, KPC, OXA-48, and OXA-162 carbapenemases 
by matrix-assisted laser desorption ionization-time of 
flight mass spectrometry. 
  J Clin Microbiol. 2012 Jul;50(7):2441-3.  

Биотипирование Механизмы устойчивости 
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ГЕМОКУЛЬТУРЫ  
Прямая идентификация и чувствительность 

 Идентификация и чувствительность из флаконов с положительной гемокультурой на 
автоматических бактериологических анализаторах. 

Отделение форменных элементов  крови при помощи пробирок с разделительным гелем (Serum separator tubes, BD Vacutainer 
Systems) *или последовательным центрифугированием при разных скоростях **с последующим приготовление суспензии 0.5 
McFarland  для идентификации или чувствительности на автоматических анализаторах или на масс-спектрометре. 

 При использовании Sensititre для грамотрицательных культур  99%. 1 % –ложная 
чувствительность. Для грамположительных культур 98% совпадений и1,7 ложная 
чувствительность* 

 Для резистентных грамотрицательных бактерий совпадение 97.5% для  Vitek  и  98.1%  для  Phoenix; 
для  MRSA совпадение результатов  94.6% для  Vitek  and 100% и Phoenix**.  
 

* Direct susceptibility testing of positive blood cultures by using Sensititre broth microdilution plates. Chapin KC1, Musgnug MC. J Clin Microbiol. 2003 Oct;41(10):4751-4. 
**Comparative evaluation of the Vitek-2 Compact and Phoenix systems for rapid identification and antibiotic susceptibility testing directly from blood cultures of Gram-

negative and Gram-positive isolates Giovanni Gherardi a,⁎, Silvia Angeletti a , Miriam Panitti  G. Gherardi et al. / Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 
72 (2012) 20–31 

 

 Объединение идентификации на масс-спектрометре и чувствиельности на автоматическом 
анализаторе.  

Identification and susceptibility testing of microorganism by direct inoculation from positive blood culture bottles by combining MALDI-TOF and Vitek-2 
Compact is rapid and effective. Romero-Gómez MP1, Gómez-Gil R, Paño-Pardo JR,  Infect. 2012 Dec;65(6):513-20.  

 
 

 Выявление маркеров резистентости к антибиотикам в положительных гемокультурах с помощью 
ПЦР  

Совпадение для грамотрицательных бактерий  96.7% и ложная чувствительность  0.6%. Совпадения для  S. aureus 97.9%, ложная 
чувствительность  2.1%. Энтерококки показали  95.0% совпадений, с уровнем серьезных ошибок 5.0%. Весь протокол с момента 
получения положительной культуры занял 9 часов.  

Antibiotic susceptibility testing of grown blood cultures by combining culture and real-time polymerase chain reaction is rapid and effective. Beuving J, Verbon 
A, Gronthoud FA.  PLoS One. 2011; 6(12) 
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Возможности масс-спектрометрии: 
гемокультура 

 

Ломинадзе Г.Г. Семенова Е.А.Мотузова О.В.Калакуцкая А.Н. Применение MALDI-TOF масс-спектрометрии для 
идентификации микроорганизмов в гемокультурах пациентов с подозрением на сепсис. Вопросы диагностики 
в педиатрии. 2013.-N 2.-С.28-32.  

Stenotrophomonas 
maltophilia 

   Stenotrophomonas maltophilia 

 
Ко-тримосказол 

Направленная 
антибиотикотерапия начата на 24 
часа раньше 
 



Антибиотикочувствительность 

 
 

Антибиотикограммы считывается и 
интерпретируется автоматически в 
соответствии со стандартами (CLSI и 
EUCAST). 
 Анализируется экспертной системой в 
соответствии с рекомендованными 
правилами интерпретации 
Определяется  фенотип: MRSA, ESBL. 
Эпидемиологический анализ  
результатов и создание  отчетов о  
• Чувствительности наиболее 

распространенных штаммов 
• Инфекционных тенденциях 
• Появление новых типов 

резистентности 
• Внутрибольничных инфекциях 

 

Диско-диффузионный метод 



Антибиотикочувствительность определение 

минимальной ингибирующей концентрации 

 

 Одобрен FDA для 
испытания новых 
антибиотиков 

 Все виды антимикотиков 
 Возможность создания 

«индивидуальных» 
панелей 



Антибиотикочувствительность определение 
минимальной ингибирующей концентрации 

 Трудности выявления индуцибельной резистентности к ванкомицину для Enterococcus faecium.  
Pendle S, et al. Clin Microbiol Infect. 2008. 

 VITEK 2 и  PHOENIX не выявляют высокий уровень резистентности у изолятов Enterococcus faecium 
с aac-aph gene.  Arslan U, et al. Indian J Med Microbiol. 2011 Apr-Jun. 

 И автоматические системы, и диско-диффузионный метод, и Etes и допускают ошибки при 
тестировании  устойчивости к карбапенемам Acinetobacter baumannii-calcoaceticus complex, причем 
уровень очень серьезных ошибок  варьирует в зависимости от 2.8 до 30.8%. Markelz AE, et al. 
Antimicrob Agents Chemother. 2011. 

 Сравнение Vitek 2, MicroScan, и Etest с методом разведения в агаре при тестировании 
чувствительности к колистину показало 99.1%   совпадения для Vitek 2 and Etest и  87.3%  для 
MicroScan. Lee SY , et all J Clin Microbiol. 2013 Jun;51.   

 При тестировании чувствительности к имипинему Acinetobacter baumannii на BD Phoenix, Microscan 
WalkAway, Vitek 2)высокий уровень ошибок выявлен у Microscan . Kulah C, et al. BMC Infect Dis. 2009. 

 Чувствительность/специфичность сообщения “возможны карбапенемазы”  для Phoenix 
100%/0%(BD), от 82 до  85%/6 до 19% (MicroScan), и 74%/38% (Vitek 2). Продуценты  OXA-48 
выявляются плохо, однако все системы хорошо выявляют изоляты с  KPC и большинство с металло- 
карабапенемазами . Woodford N, et al. J Clin Microbiol. 2010 

 Чувствительность/специфичность сообщения “возможны карбапенемазы для MicroScan 93.8/42.4 %, 
Phoenix 100 -54.2/66.7 % и Vitek 2 -75.0/36.4 %.   Ann Clin Microbiol Antimicrob He , et al. 2016 Jun 
21;15(1):40.  
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23536402


ПЦР –диагностика 
 Автоматизация  
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Автоматизация процессов 

• Автоматизация всех этапов: первичного посева, учета и 
выдачи результатов 

BD Kiestra:  
•автоматизация всех этапов 
•технологически возможно 
ускорение выдачи ответа и 
увеличение удельной 
производительности 

•высокая производительность 
•отлаженный сервис (> 100 
лабораторий в мире) 

 
  

Copan :  
• автоматизация только посева  
• полностью автоматическая система 

появилась только в 2013 
 
  

bioMerieux :  
• автоматизация только  посева  
• полная автоматизация только в 

прототипе  
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низкая производительность  
технология не позволяет добиться 

ускорения выдачи ответа и увеличения 
удельной производительности 
лаборатории  

 



Микробиологическая лаборатория 2013  
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Современная лаборатория 
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Процессы во времени 

 

32 

Регистрация  

8-12ч 

Классическая лаборатория  

Автоматизированная лаборатория 



ДОСТАВКА 
ПНЕВМОПОЧТА 

ЦИФРОВОЙ УЧЕТ 
РЕЗУЛЬТАТОВ  

ИНТЕРПРЕТАЦИЯ  
РЕЗУЛЬТАТА  
ОТВЕТ 

ИНКУБАЦИЯ 

РЕГИСТРАЦИЯ 

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 

ИДЕНТИФИКАЦИЯ 

ПОСЕВ 

ЛИС 

ШТРИХКОД 

BD Kiestra™ InoqulA 
 

BD Kiestra™ 
ReadA compact 

Phoenix 

http://www.bd.com/scripts/europe/labautomation/productsdrilldown.asp?CatID=455&SubID=1834&siteID=20309&d=&s=europe/labautomation&sTitle=Lab+Automation&metaTitle=InoqulA&dc=europe&dcTitle=Europe
http://www.bd.com/scripts/europe/labautomation/productsdrilldown.asp?CatID=455&SubID=1834&siteID=20309&d=&s=europe/labautomation&sTitle=Lab+Automation&metaTitle=InoqulA&dc=europe&dcTitle=Europe


Зона просмотра заданий и  
вторичной работы  
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Зона идентификации и чувствительности 
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Основные биоматериалы и возбудители 

36 

11% 
10% 

10% 

24% 

45% 

БАЛ, плевральная 
жидкость, мокрота 

Кровь 

Отделяемое ран 

Моча 

Срининг (Кал, зев, 
нос)  

Escherichia coli

Enterococcus
faecalis

Candida albicans

Kleb. pneumoniae ss
pneumoniae

Streptococcus
agalactiae

Candida glabrata

Моча 
Раны 

Kleb. pneumoniae ss
pneumoniae

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Acinetobacter baumannii /
calcoaceticus complex

Candida glabrata

Pseudomonas aeruginosa

Streptococcus pneumoniae

БАЛ, мокрота, плевральная 

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Kleb. pneumoniae ss
pneumoniae

Enterococcus faecalis

Streptococcus agalactiae

Pseudomonas aeruginosa

Proteus mirabilis



Основные возбудители 

2014 2015 

Видов 198 527 

Штаммов 9623 58581 

S. aureus 41,51 20,88 
E. coli 12,05 10,75 
S. epidermidis 1,19 6,68 
K.pneumoniae 8,04 7,00 

E. faecalis 16,96 5,32 

P. mirabilis 1,79 3,76 

P. aeruginosa 0,89 3,44 

S. pyogenes 0,3 3,24 

S. agalactiae 0,89 2,82 

A. baumannii 1,04 2,72 

E. cloacae 1,34 2,51 

Corynobacterium spp 1,98 

Str. constellatus 0,15 1,67 

S. anginosus 0 1,46 

S.warneri 2,23 0,31 

S.hominis 1,49 0,73 

E.aerogenes 0,89 0,1 

S.haemolyticus 0,89 0,94 

37 



Повышение высеваемости 
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0

200
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1200

1400
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ВДП 2013 ВДП 2014 Моча 2013 Моча 2014 Гнойное 
отделяемое 

2013 

Гнойное 
отделяемое 

2014 

Стерильные 
ж-ти 2013 

Стерильные 
ж-ти 2014 

Секционный 
материал 

2013 

Секционный 
материал 

2014 

Сравнительный анализ количества образцов  по группам 
выделенных  изолятов (абс знач) 

1,6 
1,2 

1,0 

1,4 

1,7 
2,3 

1,2 

1,7 



Флора ран (гнойная хирургия) 
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39% 

10% 
6% 

6% 

6% 

5% 

4% 

5% 

4% 

2% 

3% 
2% 

5% 
2% 

1% Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Streptococcus pyogenes

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Proteus mirabilis

Streptococcus agalactiae

K. Pneumoniae

Staphylococcus epidermidis

Corynebacterium striatum



Кровь – основные возбудители  
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33% 

19% 
13% 

7% 

5% 

4% 

4% 

4% 

4% 

4% 
3% 

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Staph. hominis

Staphylococcus haemolyticus

Corynebacterium spp

Candida albicans

Candida glabrata

Corynebacterium jeikeium

Enterococcus faecium

Escherichia coli

Corynebacterium striatum



Скорость роста микроорганизмов 

– 6-9 часов для 70% культур (Enterobacteriaceae, 
Staphylococcus sp., Enterococcus sp., ГНОБ) 

– 8-11 часов для 90% культур (Streptococcus sp., ГНОБ) 

– 10-14 часов для 100% культур (Candida sp.,  прочие 

41 

Посеян в 7 ч 
MALDI  ID в 15 ч 



Streptococcus spp 10 часов 
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S.pneumoniae 

S.pyogenes 



Возможность  
Результат – на следующий день 
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Рана 

44 

Посев 7.45 
17.45 отчетливые колонии 



Почему не всегда результат через сутки?! 
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Чистая культура 

Смешанная культура – отсев        + 6-12 ч 



Смешанная культура – своевременный 
отсев 
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Лабораторная информационная система «Алиса»  - 
ON LINE режим связи с бактериологом 

47 



Выдача результатов  

48 

Одинокие ответы ждут своих хозяев 



Время исследования 
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8-12 ч 

мин 

12-18 ч 

Идентификация 

Чувствительность 

мин × 

9 мин × 

мин 

часы 

Идентификация возможна  
через 8-12 часа после 
поступления  
образца.  Результат -
немедленно в «Алисе» 

РЕЗУЛЬТАТ 



Редкие или  
новые патогены 

50 

Грамнегативные короткие палочки , (0.5-1 μm x 1.5-2.0 μm неподвижные. Colonies on King B agar medium are non-
pigmented, small, convex, entire, smooth and glistening with an entire margin. 
Хемогетеротроф. Срого аэробный, мезофильный организм  (оптимумt 28-37°C ), нейтрофил (между pH 5.0 and 10.5). 
Каталаза  и  оксидаза  положительный. 



Коменсалы или патогены 
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Коменсалы или патогены 
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Инфекция или контаминация 
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Инфекция или контаминация 
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БИОПЛЕНКИ И БАКТЕРИАЛЬНЫЕ 
АССОЦИАЦИИ 

55 



Полимикробные инфекции  
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The biogeography of polymicrobial infection. Stacy A, McNally L, Darch SE Nat Rev Microbiol. 2016 Feb;14(2):93-105.  

Polymicrobial interactions: impact on pathogenesis and human disease..Peters BM, Jabra-Rizk MA, O'May GA, Costerton JW, Shirtliff ME. 
Clin Microbiol Rev. 2012 Jan;25(1):193-213 
 Preferential use of central metabolism in vivo reveals a nutritional basis for polymicrobial infection. 
Alteri CJ, Himpsl SD PLoS Pathog. 2015 Jan 8;11 Metabolite cross-feeding enhances virulence in a model polymicrobial infection. 
Ramsey MM, Rumbaugh KP, Whiteley M. 
PLoS Pathog. 2011 Mar;7(3) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stacy A[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=26714431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McNally L[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=26714431
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Darch SE[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=26714431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Darch SE[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=26714431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26714431
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Спасибо за внимание! 
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