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РЕЗЮМЕ

Правилната диагноза на инфекциите на 
кръвния поток, особено при тежко болни и кри-
тични пациенти, е от решаващо значение за 
изхода от заболяването. С цел по-навременни 
и адекватни решения в съвременните условия е 
необходимо напълно да се автоматизира проце-
сът на откриване, идентификация на микроор-
ганизми и определение на антибиотична чувст-
вителност, за да се ускори възстановяването на 
пациентите. Това е причината за изследване на 
хемокултури много клинични микробиологични 
лаборатории сега да използват напълно авто-
матизирана система за непрекъснато наблюде-
ние със затворен цикъл за откриване на микро-
бен растеж. В настоящата статия са разгледа-
ни най-разпространените автоматизирани сис-
теми, използвани за микробиологично изследване 
на кръвни проби, заедно с техните основни прин-
ципи на действие и ефективност. Основно вни-
мание е обърнато на предимствата на микроби-
ологичните автоматизирани системи по отно-
шение на печалбата на лабораторно време и ко-
ректност на получения резултат.

Ключови думи: микробна идентификация, 
хемокултура, автоматизация

ABSTRACT

Correct diagnosis of bloodstream infections is cru-
cial for the disease’s outcome, especially for critically ill 
individuals. To achieve more rapid and adequate deci-
sions, it is important to have a fully automated process 
for microbial detection, identification, and antimicro-
bial susceptibility testing. Therefore, most clinical mi-
crobiology laboratories are currently using automated 
systems with continuous monitoring and a closed cy-
cle for the detection of microbial growth. In the cur-
rent review, we discuss the most popular automated 
systems used for microbiological testing of blood cul-
tures and present the main principles behind their ap-
plication and efficiency. The advantages of microbial 
automated systems are considered in regard to labora-
tory time management and the accuracy of obtained 
laboratory results.

Keywords: microbiological identification, blood 
cultures, automation
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Автоматизирани микробиологични систе-
ми Bactec и Bact Alert 

Хемокултурелното изследване е най-важното 
микробиологично изследване в лабораторната 
микробиологична практика. Автоматизирането 
на хемокултурния скрининг се използва вече по-
вече от 30 години. Първата автоматизирана сис-
тема Bactec 460 (Becton, Dickinson and Company, 
USA) е въведена в употреба през 1970 г. в САЩ. 
В началото на 90-те години се създават системи, 
извършващи непрекъснат автоматичен монито-
ринг - Bact Alert (Marcy-l‘Étoile, France) и Bactec 
9000 (Becton, Dickinson and Company, USA) през 
1992 г. (3). Понастоящем в световен мащаб в ми-
кробиологичните лаборатории се използват пре-
димно два вида системи за автоматично инкуби-
ране на хемокултури - Bactec (BD, USA) и Bact 
Alert (BioMerieux, France). Принципът на рабо-
та на двата апарата е сходен и се свежда до по-
стоянна инкубация, непрекъснат мониторинг и 
максимално бързо индикиране на положител-
ните кръвни проби. Непрекъснатото наблюде-
ние и детекция на микробния растеж се извърш-
ва с помощта на флуоресценция, колориметрия 
и отчитане отделянето на CO2 като резултат от 
жизнената дейност на микроорганизмите. Сред 
основните предимства на автоматизираното ин-
кубиране на хемокултури са високата точност и 
чувствителност на метода и сведените до мини-
мум възможности за контаминация на пробите 
(3). Накратко, кръвната проба за изследване се 
поставя в специални, пластмасови флакони (ели-
миниращи риска от счупване или повреда), съ-
държащи течна хранителна среда. Съществуват 
и хранителни среди, съдържащи абсорбиращи 
полимерни гранули, които инактивират действи-
ето на антибиотиците. Това дава възможност за 
изследване на проби на пациенти, които към мо-
мента на тестването провеждат антибиотична 
терапия. За малки обем кръв (0.5ml) са разрабо-
тени специално адаптирани хранителни среди, 
което позволява изследването на проби в мини-
мални обеми като ликвор, други първично сте-
рилни течности (перикарден, плеврален пунктат) 
или кръв в педиатричната популация пациенти. 
Флаконите с хранителна среда са съвместими с 
вакуумните системи за вземане на кръв, с което 
се избягва възможност за контаминация на про-
бите по време на пробовземането. Всеки флакон 
се поставя в отделна позиция в автоматичния 
инкубатор. В допълнение апаратите позволяват 
зареждане на флакони в системата по всяко вре-
ме, както и на предварително инкубирани фла-
кони. Изследването продължава без никаква ма-

УВОД

Своевременното откриване на бактерии в 
кръвта на тежко болни и/или имуносупресира-
ни пациенти е от критична важност за поставя-
нето на точна и бърза диагноза за състоянието на 
пациента, провеждане на адекватното антибио-
тично лечение или неговата корекция при необ-
ходимост, което от своя страна е свързано с изле-
куване на пациента, намаляване продължител-
ността на болничния му престой и разходите за 
болнично лечение.

Хемокултурелното изследване се смята за зла-
тен стандарт в диагностиката на инфекциите на 
кръвта. Конвенционалните методи за обработка 
на хемокултури отнемат много време до доказ-
ване наличието на бактерии във взетата кръвна 
проба, тяхната видова идентификация и опреде-
ляне на чувствителност към антимикробни ле-
карствени средства. Това може да отнеме между 
3–5 или повече дни, време, което е ценно за лече-
нието на пациентите. В допълнение при мануал-
ните методи на работа е по-голяма вероятността 
за получаване на фалшиво отрицателни резул-
тати, което също се асоциира с повишен риск за 
състоянието на пациентите.

Ето защо въвеждането на автоматизирани 
системи, които да заменят мануалните методи 
на работа в дейността на микробиологичните ла-
боратории, е от особена важност за подобряване 
ефективността на работа и респективно качест-
вото на здравната услуга, която лабораторията 
предлага.

В съвременните условия е налице необходи-
мост напълно да се автоматизира процесът на де-
тектиране, микробна идентификация и опреде-
ление на чувствителността към антимикробни 
лекарствени средства, за да се ускори оздрави-
телният процес на пациентите.

ОБСЪЖДАНЕ

Понастоящем за целите на хемокултурелно-
то изследване много клинични микробиологич-
ни лаборатории използват системи за автоматич-
но инкубиране на хемокултури. Тези автомати-
зирани микробиологични системи, предназна-
чени да откриват наличието на микроорганиз-
ми в кръвни проби и други нормално-стерилни 
течности, позволяват получаването на резултат в 
най-кратки срокове - от няколко часа до 3–5 дни 
в зависимост от конкретния микроорганизъм и 
неговите биологични характеристики.
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нипулация от страна на лаборанта до момента, в 
който флаконът не се разпознае от апарата като 
положителен. Това спестява време и дава въз-
можност за извършване на други професионал-
ни активности от медицинските специалисти. 
Заредените флакони се „четат“ от апарата инди-
видуално на всеки 10–15 минути. При установя-
ване на белези на микробен растеж следва неза-
бавно известяване чрез звуков и светлинен сиг-
нал и индикиране позицията на положителна-
та хемокултура (флакон) в апарата. Принципът 
на микробна детекция се основава на измерва-
не на концентрацията на CO2 във флакона, кой-
то си отделя в резултат на микробния метаболи-
зъм. Отчитането се извършва чрез интегрирани 
в апарата сензори. 

Колориметричният и флуоресцентният ме-
тод за детекция на позитивни хемокултури поз-
воляват минимизиране броя на фалшиво отри-
цателните резултати, като средното време за от-
криване на микробен растеж е около 8–10 часа. 
Стандартният протокол за автоматично инкуби-
ране на хемокултури е средно 5 дни (10–14 дни за 
гъбички), което означава, че в случаите, в които 
системата не детектира микробен растеж, кръв-
ната проба ще бъде определена като негативна в 
края на инкубацията (на петия ден), като по този 
начин се избягва субективния фактор при отчи-
тане на резултатите.

Откритите положителни хемокултури подле-
жат на допълнителна обработка за видова иден-
тификация на микробния агент и определяне на 
неговата чувствителност към антимикробни ле-
карствени средства. 

В обобщение системите за автоматично ин-
кубиране на хемокултури значително намаля-
ват времето до получаване на резултата, както 
и манипулациите с хранителни бульонни сре-
ди и кръвни проби са сведени до минимум, съ-
ответно и рискът от контаминация. Безспорни 
предимства са лесното обслужване на апарати-
те, свързано с минимално време за обучение, по-
вишена производителност на труда, много нисък 
относителен дял на фалшиво положителни ре-
зултати и възможност за включване в лаборатор-
ната информационна система. 

Автоматизирана микробиологична систе-
ма Maldi TOF MS

За пациентите със сепсис е от критична важ-
ност освен бързото откриване на бактерии в 
кръвта, но и много бърза видова идентифика-
ция на инфекциозния агент. Според проучва-
не на Mutters NT (2014) времето необходимо за 
микробна идентификация с използване на кла-

сическите методи е средно 2 дни от момента, в 
който медицинският лаборант започва обра-
ботката на положителната хемокултурелна про-
ба (8). Това време може драматично да бъде съ-
кратено чрез използване на автоматизирани 
системи за експресна микробна идентифика-
ция, основаващи се на MALDI TOF MS (Matrix 
assisted laser desorption/ionization-time-of-flight 
mass spectrometry) (Bruker Daltonics, Bremen, 
Germany). Тoзи метод се използва от няколко де-
сетилетия в областта на химията, но в наши дни 
прилагането му в микробиологичната лабора-
торна практика се очертава като много бърз, то-
чен и високочувствителен подход за микробна 
идентификация (над 98%) (7,8), който редица ав-
тори определят като революцията в сферата на 
клиничната микробиология. 

Рутинните микробиологични техники за ви-
дова идентификация се базират главно на тесто-
ве, доказващи биохимичната активност на ми-
кроорганизмите, на микроскопско изследване и 
интерпретиране на някои фенотипни характе-
ристики на патогените. Този стандартен подход 
изисква експертиза и време за изпълнение. 

Технологията MALDI TOF MS позволява точ-
на идентификация на голям брой микробни ви-
дове (над 3500) при необходимо време за иденти-
фикация от няколко минути до час, като използ-
ва много малко количество биомаса (7). 

В основата на този метод стои мас спектроф-
отометрията на микробните протеини, специал-
но на консервативните, каквито са рибозомални-
те протеини. Получените от анализа спектри се 
сравняват на принципа „пръстов отпечатък“ с 
наличните в базата данни на апарата такива. Ви-
довата идентификация на едни изолат отнема 
по-малко от две минути. MALDI TOF MS анали-
зът протича в два етапа: 1. Подготовка на проба-
та; 2. Микробна идентификация (5). Общо необ-
ходимото време за това е около 30 мин. За срав-
нение времето необходимо за видовата иденти-
фикация при конвенционалните методи е меж-
ду 24 и 48 часа. Експресната видова идентифика-
ция чрез MALDI TOF значимо съкращава вре-
мето за цялото микробиологично изследване. 
MALDI TOF дава възможност още преди фина-
лизиране на резултата от изпитване на чувстви-
телността към антибиотици да се назначи ети-
отропно лечение само на базата на резултата от 
идентификацията. 

Този метод позволява и идентификация на 
микробния патоген директно от клиничен мате-
риал, т.е., без да е извършена изолация на патоге-
на в твърда хранителна среда. Тази възможност е 
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от изключително значение при диагностиката на 
септични състояния, защото позволява иденти-
фикация директно от кръвната проба, детекти-
рана като положителна от системата за автома-
тична инкубация на хемокултури, като е необхо-
дима само една допълнителна стъпка на екстра-
хиране преди процеса на идентификация. Така 
става възможно още по-ранното идентифици-
ране, а оттук и възможността да се оптимизира 
провежданата антибиотична терапия при кон-
кретния пациент (2,8). Пример за такъв продукт 
е Sepsityper (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

MALDI TOF методът използва много мал-
ко количество бактериална маса, единични ми-
кробни колонии, без необходимост от ампли-
фикация, използване на селективни хранителни 
среди или други предварителни стъпки за под-
готовка на пробите, свързани с разход на време, 
сложност на процедурата и негативно повлиява-
не върху качеството на крайния резултат. Чрез 
допълнителна стъпка на екстракция методът 
може да се използва и за видова идентификация 
на гъбички (7).

Други предимства са високата точност и спе-
цифичност на метода, ниската себестойност на 
изследването, незначителната необходимост от 
поддръжка на апарата и възможността за по-
стоянно обогатяване на базата данни. Поради 
ниските разходи за консумативи и краткото вре-
ме за получаване на резултат тази технология 
може значително да подобри качеството и про-
изводителността на микробиологичната лабора-
тория, но в същото време тя изисква висока пър-
воначална инвестиция за оборудването и необ-
ходимост от оценка на придобитите компетент-
ности на медицинския персонал и създаване на 
възможност за тяхното надграждане с подходя-
щи форми на обучение.

МALDI TOF MS може да бъде комбиниран и 
внедрен като допълнителен модул в системите за 
тотална лабораторна автоматизация (BD Kiestra 
(САЩ); Copan (Италия) и Beckman Coulter 
c DxA5000 (САЩ) + i2a Diagnostics c Recitals 
(Франция). Това би осигурило допълнително на-
маляване на времето за изпълнение в сравнение 
с ползване на двете системи поотделно.

Проучване, което сравнява времето за видо-
ва идентификация от положителни хемокулту-
ри по конвенционалния метод и това при ком-
биниране на BD Kiestra (Becton, Dickinson and 
Company, USA) и MALDI TOF MS, съобщава за 
съкращаване на времето с 30.6 часа при автома-
тизирания подход (6,8). Според друго изследване 
внедряването на пълна лабораторна автомати-

зация и комбинирането й с MALDI TOF води до 
20% намаляване на еквивалентите на пълен ра-
ботен ден, т. e. позволява на медицинския персо-
нал да извършва 25% повече тествания за един 
работен ден (9). Същото проучване съобщава, че 
експресното идентифициране на микроорганиз-
ми от хемокултури води и до намаляване на вре-
мето до получаване на резултат, което е свърза-
но с намаляване на продължителност на престоя 
в интензивните болнични структури, както и на 
30-дневна смъртност (9,10).

Автоматизирани микробиологични систе-
ми на принципа на PCR - GeneXpert и Molecular 
Mouse

Друго предимство на автоматизираните сис-
теми е възможността за бързо определяне на ан-
тибиотична резистентност на идентифицирани-
те бактериални изолати. Понастоящем използва-
нето на молекулярно-генетични методи за доказ-
ване на механизмите на микробна резистентност 
все повече навлиза в съвременната микробиоло-
гична лабораторна практика. Пример за такива 
автоматизирани системи са GeneXpert (Cepheid, 
USA) и Molecular Mouse sepsis panel на фирма 
AliFaxl, Italy. Това са системи, които извършват 
едновременно екстракция, амплификация и де-
текция на генетичния продукт в един апарат, 
без да е необходима намесата на потребителя, 
при елиминиране на възможността за замърся-
ване на околните помещения. Самостоятелният 
режим на работа намалява ръчния труд и слож-
ността на молекулярните изследвания, без да са 
необходими експертиза и опит в молекулярна-
та диагностика. Използвайки Multiplex Real Time 
PCR (Polymerase Chain Reaction), тези системи 
позволяват извършване на бърза диагностика на 
инфекции, включително и с доказване на гени, 
медииращи антибиотична резистентност в рам-
ките на 30–60 минути (1).

ИЗВОДИ

1.	 Септичните усложнения продължават и днес 
да са сред основните проблеми на обществе-
ното здраве въпреки изключително големия 
напредък на медицината от последните десе-
тилетия. Инфекциите на кръвта и днес пред-
ставляват сериозна заплаха за човешкия жи-
вот като водеща причина за заболяемост и 
смъртност и една от най-скъпите причини за 
хоспитализация (4).

2.	 Своевременното диагностициране на бакте-
риален сепсис, откриване и идентифицира-
не на бактериалния причинител и определя-
не на антибиотична резистентност пести вре-
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ме, средства, ресурс и спасява човешки жи-
вот. Това налага все по-мащабно внедряване 
и използване в практиката на съществуващи-
те автоматизирани лабораторни системи за 
работа.

3.	 В комбинация с обслужване от квалифици-
ран персонал, с придобити компетентности за 
работа с високотехнологична апаратура, се га-
рантира нужната бързина, точност, надежд-
ност и качество на предоставените резултати.
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